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Zusammenfassung 
Auf Grund der Bifunktionalität von RUBISCO, dem Schlüsselenzym der Photosynthese, 
wird in den Chloroplasten höherer Pflanzen neben der Carboxylierung auch die Oxyge‐
nierung von Ribulose‐1,5‐bisphosphat katalysiert (Bowes et al., 1971). Das dabei gebil‐
dete toxische Glycolat  ist für die Pflanze unverwertbar (Zelitch et al., 2008) und kann 
erst  wieder  über  die  energieverbrauchenden  Schritte  der  Photorespiration  in  den 
Grundstoffwechsel eingebracht werden. Der erste Schritt der Photorespiration  ist die 
Oxidierung von Glycolat zu Glyoxylat. Landpflanzen und Grünalgen, die der Gruppe der 
Charophyceae angehören, oxidieren Glycolat im Peroxisom. Diese Reaktion katalysiert 
die Glycolatoxidase unter Verwendung von Sauerstoff als Cofaktor. Grünalgen, die der 
Klasse  der  Chlorophyceae  angehören,  nutzen  dafür  eine mitochondriale Glycolatde‐
hydrogenase, welche  organische  Cofaktoren  verwendet.  Das  entstehende  Glyoxylat 
wird zu Glycin aminiert, das im Folgenden über weitere Reaktionen zu Glycerat umge‐
wandelt wird (Frederick et al., 1973;  Igamberdiev und Lea, 2002). Durch die Photore‐
spiration kann zumindest ein Teil des aus dem Ribulose‐1,5‐bisphosphat stammenden 
Kohlenstoffs verwertet werden, dennoch kommt es zu einem erheblichen Verlust von 
zuvor fixiertem CO2 und NH3.  
Vorhergegangene  Analysen  haben  gezeigt,  dass  Arabidopsis  thaliana,  eine  höhere 
Pflanze, eine mitochondriale Glycolatdehydrogenase besitzt  (Bari et al., 2004). Diese 
Befunde weisen auf eine evolutionäre Verbindung des peroxisomalen und mitochond‐
rialen Glycolatmetabolismus hin.  
Im ersten Teil der Arbeit wurde der mitochondriale Glycolatmetabolismus aus Arabi‐
dopsis thaliana hinsichtlich seiner Rolle in der Photorespiration genauer analysiert. Die 
Reduktion von photorespiratorischen Parametern wie dem PIB („Post Illumination CO2 
Burst“)  und  dem Glycin/Serin‐Verhältnis  in AtGDH‐Mutanten  bestätigte  eine  Beteili‐
gung dieses Stoffwechselweges an der „normalen“ Photorespiration. Unterstützt wur‐
den diese Ergebnisse durch radioaktive Markierungsversuche isolierter Mitochondrien, 
in denen für die Mutanten eine reduzierte CO2‐Freisetzung gemessen werden konnte. 
Des Weiteren  konnten durch  radioaktive Markierungs‐ und  Fluoreszenzlokalisations‐
analysen  zwei  putativ  an  dem mitochondrialen Glycolatmetabolismus  beteiligte Ala‐
nin:Glyoxylat‐Aminotransferasen identifiziert werden.  
Während der Analyse des mitochondrialen Glycolatmetabolismus wurden Anzeichen 
dafür gefunden, dass eine Glycolatoxidation in Arabidopsis thaliana nicht nur im Mito‐
chondrium und Peroxisom, sondern auch  im Chloroplasten stattfindet. Sowohl durch 
enzymatische  Messungen  der  Glycolatdehydrogenaseaktivität  in  isolierten  Chloro‐
plasten als auch durch „Dual‐Targeting“‐Experimente, konnte die Vermutung bestätigt 
werden, dass AtGDH das hierfür verantwortliche Enzym ist. 
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss eines transgenen photorespiratorischen 
Bypass auf Photosynthese, Photorespiration und verändertes Wachstum der Pflanzen 
untersucht. Bei diesem Bypass handelt es sich um den katabolischen E. coli Glycolat‐
Stoffwechselweg, der in den Chloroplasten von Arabidopsis thaliana eingebracht wur‐
de  (Kebeish  et  al.,  2007).  Durch  diesen  ist  es  möglich  das  Glycolat  innerhalb  des     
Chloroplasten unter CO2‐Freisetzung  in der Umgebung von RUBISCO zu verstoffwech‐
seln. 
In Rahmen dieser Arbeit konnte  in den  transgenen Pflanzen auf Grund der Tatsache, 
dass sie eine reduzierte Sauerstoffinhibierung der Photosynthese und eine gesteigerte 
CO2‐Assimilationsrate aufweisen,  insgesamt eine Reduktion der Photorespiration und 
eine Steigerung der Photosyntheseleistung  festgestellt werden. Weiterhin konnte auf 
Grund dieser  Effekte ein  gesteigertes Wachstum der  transgenen Pflanzen  gemessen 
werden. Durch Analysen des Gesamtmetabolismus wurde festgestellt, dass der photo‐
respiratorische Bypass den Gesamt‐Zuckergehalt der Pflanzen positiv beeinflusst.  
Diese Daten belegen, dass durch den photorespiratorischen Bypass  im Chloroplasten, 
die Detoxifizierung bzw. Verstoffwechselung des Glycolats effizienter erfolgt, was mit 
einer erhöhten Biomasseproduktion der Pflanzen korreliert. 
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Abstract 
The bi‐functional enzyme RUBISCO,  the key enzyme of photosynthesis, catalyzes not 
only  the  carboxylation of  ribulose‐1,5‐bisphosphate but also  the oxygenation of  this 
substrate. This reaction leads to the formation of the toxic compound glycolate. Glyco‐
late cannot be used by the plant and has to be recycled by the energy consuming pho‐
torespiratory pathway. The first step of photorespiration  is the oxidation of glycolate 
to glyoxylate. Land plants and charophycean green algae oxidize glycolate  inside  the 
peroxisome. This reaction is catalyzed by a glycolate oxidase that uses oxygen as a co‐
factor. Chlorophycean Green algae use a mitochondrial glycolate dehydrogenase with 
organic co‐factors  for  this  reaction. The glyoxylate produced  is  transaminated  to gly‐
cine which is converted to glycerate in further reactions. Through the reactions of pho‐
torespiration, part of the afore fixed carbon can be salvaged. However, there is also a 
substantial loss of CO2 and NH3 from organic compounds. 
Previous studies had shown that Arabidopsis thaliana, a higher plant contains a mito‐
chondrial glycolate dehydrogenase (AtGDH). This supported the hypothesis of an evo‐
lutionary linkage between peroxisomal and mitochondrial glycolate metabolism. 
In the first part of this work the importance of mitochondrial glycolate metabolism was 
analyzed with respect to photorespiration. The reduction of the photorespiratory pa‐
rameters PIB (post  illumination CO2 burst) and glycine/serine‐ratio  in AtGDH mutants 
indicated  a  participation  of  this  pathway  in  photorespiration.  Reduced  CO2  release 
from AtGDH mutant mitochondria  in radioactive  labeling studies supported these re‐
sults.  Additionally,  two  putative  alanine:glyoxylate‐aminotransferase were  identified 
by radioactive labeling and fluorescence localization studies that may play a role in the 
mitochondrial glycolate metabolism.  
In  the course of  these  studies  several  results  indicated  that glycolate oxidation does 
not only take place in mitochondria and peroxisomes but also in chloroplasts of Arabi‐
dopsis  thaliana. Enzymatic assay of  isolated chloroplasts and “dual‐targeting” experi‐
ments suggested that the responsible enzyme was AtGDH. 
In the second part of this work, the influence of a transgenic photorespiratory bypass 
on photosynthesis, photorespiration, and plant growth was studied. The Blueprint for 
this bypass is the catabolic Escherichia coli glycerate pathway. This pathway had been 
introduced before  into the chloroplasts of Arabidopsis thaliana resulting  in enhanced 
CO2 concentration in the vicinity of RUBISCO, improved CO2 assimilation rates and con‐
sequently enhanced growth.  
In  this  study,  a  combined  transcriptome  and metabolome  analysis of plants overex‐
pressing the relevant genes was performed. The results  indicated  little disturbance of 
the basal metabolism of transgenic  lines, but specifically higher  leaf sugar concentra‐
tions under photorespiratory conditions. These data together suggest that the photo‐
Abstract    4 
respiratory bypass enables an efficient detoxification of glycolate, a higher rate of pho‐
tosynthesis and higher  leaf sugar concentrations which together ends  in a higher bio‐
mass production. 
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1 Einleitung 
1.1 Photosynthese 
Die Photosynthese  ist einer der essentiellsten biologischen Prozesse der Erde. Auf di‐
rekte oder  indirekte Art  sind  alle  Lebewesen der Erde  von  ihr  abhängig.  Lebewesen 
sind darauf angewiesen, organische Substanzen zu gewinnen und besitzen dafür zwei 
Möglichkeiten. Sie können entweder autotroph oder heterotroph  leben. Zu den auto‐
trophen Organismen zählen die höheren Pflanzen, Algen und einige Prokaryoten. Diese 
sind  in der Lage, aus anorganischen Substanzen organische herzustellen. Die hetero‐
trophen Organismen, z.B. wir Menschen, sind dazu nicht in der Lage und benötigen die 
von den autotrophen Organismen hergestellten organischen Verbindungen. Zusätzlich 
zum  Aufbau  organischer  Verbindungen  produzieren  photosynthetische  Organismen 
meist den lebenswichtigen Sauerstoff. Ohne diesen wäre ein Leben wie wir es kennen 
auf der Erde nicht möglich. 
Pflanzen nutzen die  Sonnenenergie, um unter  Freisetzung  von  Sauerstoff Wasser  zu 
oxidieren und um Kohlendioxid zu organischen Verbindungen zu reduzieren. Die kom‐
plexe Reaktionsfolge der Photosynthese ist zweigeteilt, wobei man zwischen Lichtreak‐
tion (Thylakoid‐Reaktion) und Dunkelreaktion (Kohlenstofffixierung) unterscheidet.  
In Abbildung 1‐1 ist schematisch der Kreislauf zwischen Licht‐ und Dunkelreaktion dar‐
gestellt.  In der Lichtreaktion wird aus Sonnenenergie Adenosintriphosphat  (ATP) und 
reduziertes  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat  (NADPH)  gewonnen,  die  in  der 
Dunkelreaktion für die Fixierung des CO2 genutzt werden. Die dabei entstehenden Mo‐
leküle Adenosindiphosphat  (ADP)  und NADP+  gehen wieder  in  die  Lichtreaktion  ein, 
und der Kreislauf ist geschlossen. 
Die  Lichtreaktion beginnt mit der Absorption  von  Lichtenergie  (Sonnenenergie) über 
die  Antennenkomplexe  der  Thylakoidmembran.  Die  Antennenkomplexe  bestehen 
hauptsächlich  aus  Chlorophyllen  und  Carotinoiden  und  bilden mit Multiproteinkom‐
plexen Reaktionszentren aus. Pflanzen besitzen zwei dieser Reaktionszentren, das Pho‐
tosystem  I und das Photosystem  II. Diese sind Glieder einer Elektronentransportkette 
an der Thylakoidmembran, bei der Elektronen aus der Spaltung von Wasser zu Sauer‐
stoff und Wasserstoff auf den Akzeptor NADP+ übertragen werden. Dabei wird an der 
Thylakoidmembran ein Protonengradient aufgebaut, der zur Bildung von ATP aus ADP 
und Pi dient. 
Die bereitgestellten ATP‐Moleküle und die Reduktionsäquivalente dienen  in der Dun‐
kelreaktion der Fixierung von CO2  (Lawlor, 2001). Dieses wird  im Stroma der Chloro‐
plasten  in  der  Carboxylierungsreaktion  durch  das  Enzym  Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐
Carboxylase/Oxygenase  (RUBISCO)  auf  den  Akzeptor  Ribulose‐1,5‐bisphosphat  über‐
tragen. Das  in  diesem primären  Schritt  des Calvinzyklus  entstehende C6‐Intermediat 
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Abbildung  1‐1:  Licht‐  und  Dunkelreaktion 
der Photosynthese 
In der Lichtreaktion wird durch die Licht‐
absorption  (h•ν)  an der  Thylakoidmem‐
bran der Chloroplasten eine Elektronen‐
transportkette ausgelöst, die zur Reduk‐
tion  von  NADP+  und  zur  Synthese  von 
ATP  führt.  Gleichzeitig  kommt  es  zur 
Spaltung  von  H2O  und  zur  Produktion 
von O2. In der korrespondierenden Dun‐
kelreaktion wird CO2 von RUBISCO fixiert 
und  unter  Verbrauch  des  ATP  und  der 
Reduktionsäquivalente  Zucker  produ‐
ziert.  
Chloroplast
Calvin‐
Zyklus
h•ν
NADP+
ADP
NADPH+H+
ATP
H2O CO2
O2 Zucker
RUBISCO
zerfällt  in  zwei Moleküle 3‐Phosphoglycerat, welche unter Energieverbrauch  zu  zwei 
Molekülen  Glycerinaldehyd‐3‐Phosphat  reduziert  werden.  Das  Glycerinaldehyd‐3‐
Phosphat ist der Grundbaustein für verschiedene Zucker und andere Makromoleküle.  
Damit es zu einer kontinuierlichen Aufnahme von CO2 kommen kann, muss jedoch der 
Akzeptor  Ribulose‐1,5‐bisphosphat  regeneriert werden.  Für  diese  Regeneration wird 
auch Glycerinaldehyd‐3‐Phosphat benötigt, was zur Folge hat, dass nur  jedes sechste 
dieser Moleküle  aus  dem Calvin‐Zyklus  für  die  Synthese  von  Zuckern  zur Verfügung 
steht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2 Das Schlüsselenzym RUBISCO 
Eine wichtige Rolle in der Photosynthese spielt das Schlüsselenzym RUBISCO. Das funk‐
tionelle  Enzym  höherer  Pflanzen  besteht  aus  8  plastid‐kodierten  (LSU  =  „large  sub‐
unit“) und 8 kern‐kodierten  (SSU = „small  subunit“) Molekülen. Um die hohe Anzahl 
der  plastid‐kodierten Moleküle  (ca.  10000  Plastom‐Kopien  pro  Zelle)  auszugleichen, 
besitzen die meisten Pflanzen mehrfache Kopien für die SSU im Genom, die sehr stark 
transkribiert werden  (Mullet, 1997). Des Weiteren muss das  funktionelle Enzym akti‐
viert werden. Dies geschieht durch Carbamylierung eines Lysin‐Restes und durch Bin‐
dung  eines Mg2
+‐Ions.  Erleichtert wird  diese  Reaktion  durch  das  RUBISCO‐Activase‐
Enzym  (RCA), welches Ribulose‐1,5‐bisphosphat oder  inhibitorische Zuckerphosphate 
von den aktiven Stellen nicht carbamylierter RUBISCO‐Moleküle über einen unbekann‐
ten Mechanismus entfernt (Portis et al., 2008). Dies verhindert die Bildung von nicht‐
katalytischen Enzym‐Substrat‐Komplexen. 
RUBISCO  ist  ein  außergewöhnlich  langsames  Enzym  und  kann  nur  wenige  CO2‐
Moleküle pro Sekunde fixieren (Portis und Parry, 2007). Daraus ergibt sich, dass große 
Mengen des Enzyms benötigt werden, um ausreichend Kohlenhydrate  für das Wach‐
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stum und den Energiebedarf der Zelle zur Verfügung zu stellen. Dies macht RUBISCO zu 
einem der am meisten vorkommenden Proteine der Welt (Ellis, 1979). Neben der lang‐
samen  Aktivität  wird  nur  ein  Teil  aller  RUBISCO‐Proteine  überhaupt  wie  oben  be‐
schrieben aktiviert (Kane et al., 1998; Portis, 2003). Alle diese Faktoren zusammen re‐
duzieren die maximale CO2‐Fixierungs‐Kapazität der Pflanze.  
Ein weiterer Fakt, der die Carboxylierung ineffizient macht, ist die Bifunktionalität von 
RUBISCO  (Abbildung  1‐2).  Neben  der  Carboxylierung  von  Ribulose‐1,5‐bisphosphat 
katalysiert RUBISCO auch die Oxygenierung dieses Substrats (Bowes et al., 1971). CO2 
und O2 konkurrieren um die gleiche Bindungsstelle und  inhibieren gleichzeitig die  je‐
weils andere Reaktion. RUBISCO hat zwar eine ca. 100fach höhere Affinität zu CO2 als 
zu  O2  (Sharkey,  2001),  jedoch  befindet  sich  in  der  heutigen  Erdatmosphäre  eine 
500fach höhere O2‐Konzentration als CO2‐Konzentration (Buchanan, 2000). Dies führt 
dazu, dass für jedes dritte Molekül CO2 statistisch auch ein Molekül O2 fixiert wird. Als 
RUBISCO vor ca. 3,5 Milliarden Jahren entstand (Sage, 2004), waren die Bedingungen 
der  Erdatmosphäre  jedoch  noch  vollkommen  anders.  Es  gab  kein O2,  aber  sehr  viel 
CO2. Zu dieser Zeit bestand also kein Selektionsdruck gegen die Oxygenase‐Aktivität. 
Erst vor ca. 500 Millionen Jahren veränderten sich die atmosphärischen Bedingungen 
(Sharkey,  2001).  Durch  die  zunehmende  Anzahl  an  O2‐Produzenten  (hauptsächlich 
Landpflanzen)  stieg  der O2‐Gehalt. Gleichzeitig  nahm  durch  den Verbrauch  von  CO2 
diese Konzentration ab. Ab diesem Zeitpunkt spielte die Oxygenase‐Aktivität eine grö‐
ßere Rolle, hatte aber wahrscheinlich erst ab einem Zeitraum von vor 30 bis 50 Millio‐
nen Jahren einen signifikanten Einfluss auf die Photosyntheseleistung (Sharkey, 2001; 
Sage, 2004). 
Aus  dem  nun  immer mehr  an Bedeutung  gewinnenden Oxygenase‐Prozess  entsteht 
Phosphoglycolat, welches  im Prozess der Photorespiration  recycelt werden muss.  In 
diesem Prozess wird ATP verbraucht, und  zuvor  fixiertes CO2 geht verloren. Dies be‐
deutet eine Reduktion der RUBISCO‐Effizienz (Reumann und Weber, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1‐2: Bifunktionalität von RUBISCO 
Neben  der  Carboxylasereaktion  katalysiert  das  Enzym
RUBISCO auch eine Oxygenasereaktion. Bei der Carboxyla‐
sereaktion  entsteht  Phosphoglycerat,  welches  im  Calvin‐
Zyklus  zur  Bildung  von  Zuckern  verwendet wird.  Aus  der
Oxygenasereaktion  entsteht  neben  dem  Phosphoglycerat
auch  Phosphoglycolat, welches  über  die  Photorespiration
recycelt werden muss. 
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1.3 Evolution der Photorespiration 
Die heute lebenden Landpflanzen sind eine monophyletische Gruppe, die sich von den 
Grünalgen ausgehend entwickelt hat. Die nächsten Verwandten zu den Landpflanzen 
findet man  in der Gruppe der Charophyceae  (Karol et al., 2001). Diese beiden Linien 
werden auf Grund cytologischer und molekularer Belege oft zu den Streptophyten zu‐
sammengefasst  (Lewis und McCourt, 2004). Ein entscheidendes Charakteristikum der 
Streptophyten ist die Tatsache, dass sie blatttypische Peroxisomen besitzen. In diesen 
Peroxisomen  befindet  sich  das  für  die  Photorespiration wichtige  Enzym Glycolatoxi‐
dase (Igamberdiev und Lea, 2002). Das Substrat der Glycolatoxidase, das Glycolat, ent‐
steht aus der Oxygenase‐Aktivität der RUBISCO nach Dephosphorylierung des primä‐
ren  Produktes. Wie  in  1.2  beschrieben,  ist  die Oxygenase‐Aktivität  eine  ineffiziente 
aber unvermeidbare Reaktion, die etwa ein Viertel aller katalytischen Ereignisse von 
RUBISCO ausmacht (Sharkey, 2001). Der komplette Prozess des Recyclings dieser Pro‐
dukte  der  Oxygenase‐Aktivität,  die  Photorespiration  (Stabenau  und Winkler,  2005; 
Reumann und Weber, 2006) ist in Abbildung 1‐3 dargestellt. Nachdem das entstande‐
ne toxische Glycolat (Zelitch et al., 2008) aus dem Chloroplasten ins Peroxisom gelangt 
ist, wird  es  dort  von  der  erwähnten Glycolatoxidase  zu Glyoxylat  umgewandelt. Bei 
dieser Reaktion entsteht Wasserstoffperoxid, welches über die Katalase zu ungiftigem 
Wasser  und  Sauerstoff  umgewandelt  wird.  Anschließend  wird  das  Glyoxylat  trans‐
aminiert, wobei Glycin entsteht, welches ins Mitochondrium exportiert wird. Aus zwei 
Molekülen Glycin wird dort unter Verlust von CO2 und NH3 ein Molekül Serin synthe‐
tisiert. Als  Elektronenakzeptor  dient  bei  dieser Reaktion NAD.  Katalysiert wird  diese 
Reaktion  durch  den  Glycindecarboxylase/Serinhydroxymethyltransferase  Enzymkom‐
plex.  Das  gebildete  Serin  wird  zurück  in  das  Peroxisom  transportiert  und  dort  zu     
Hydroxypyruvat desaminiert. Das hieran beteiligte Enzym Serin:Glyoxylat‐Aminotrans‐
ferase arbeitet gekoppelt mit dem Enzym Glutamat:Glyoxylat‐Aminotransferase, dass 
die vorhergegangene Transaminierung katalysiert. Die Hydroxypyruvatreduktase redu‐
ziert das Hydroxypyruvat zu Glycerat, wobei NADH als Elektronendonor fungiert. Die‐
ses Glycerat wird in den Chloroplasten transportiert, wo unter ATP‐Verbrauch über die 
Glyceratkinase Phosphoglycerat gebildet wird. Dieses wird dann zurück  in den Calvin‐
Zyklus geschleust. Durch diesen Stoffwechselweg können drei Viertel des Kohlenstoffs 
des Phosphoglycolats zurückgeführt werden. Es bleibt aber ein beträchtlicher Verlust 
von CO2 und NH3. 
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Abbildung 1‐3: Photorespiration in Streptophyten 
Durch die Oxygenierung von Ribulose‐1,5‐bisphosphat (RuBP) in den Chloroplasten entstehen ein Mole‐
kül Phosphoglycerat (P‐glycerat), das in den Calvin‐Zyklus eingeht, und ein Molekül Phosphoglycolat (P‐
glycolat), welches unter Verwendung von Sauerstoff und ATP zu Phosphoglycerat regeneriert wird. Aus 
zwei Molekülen  Phosphoglycolat  entsteht  somit  ein Molekül  Phosphoglycerat.  Die  entsprechenden 
Stöchiometrien sind in der Abbildung nicht dargestellt. Neben den Chloroplasten sind auch Peroxisomen 
und Mitochondrien an den Reaktionen der Photorespiration beteiligt. Im Mitochondrium werden Stick‐
stoff und Kohlenstoff freigesetzt. Stickstoff wird unter Energieverbrauch über den GS/GOGAT‐Zyklus im 
Chloroplasten refixiert, während das CO2 an die Atmosphäre verloren geht, oder neu  fixiert wird. RU‐
BISCO: Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase, RuBP: Ribulose‐1,5‐bisphosphat, PGP: Phos‐
phoglycolatphosphatase,  GOX:  Glycolatoxidase,  GGAT:  Glyoxylat:Glutamat‐Aminotransferase,  SGAT: 
Serin:Glyoxylat‐Aminotransferase,  GDC:  Glycindecarboxylase,  SHMT:  Serinhydroxymethyltransferase, 
HPR:  Hydroxypyruvatreduktase, GK: Glyceratkinase, GOGAT: Glutamin:Oxoglutarat‐Aminotransferase, 
GS: Glutaminsynthetase, CAT: Katalase. 
 
Im Gegensatz zu den Streptophyten besitzen Chlorophyten, die zweite große Gruppe 
der Grünalgen, keine blatttypische Peroxisomen. Die Chlorophyten umfassen die Klas‐
sen der Chlorophyceae, Ulvophyceae und Trebouxiophyceae  (Frederick et al., 1973). 
Neben der Möglichkeit der Exkretion des toxischen Glycolats aus der Zelle, nutzen sie 
eine mitochondriale Glycolatdehydrogenase, um das anfallende Glycolat  in Glyoxylat 
umzuwandeln  (Abbildung 1‐4). Bei dieser Reaktion werden  sehr wahrscheinlich Elek‐
tronen auf die respiratorische Elektronentransportkette transferiert (Paul und Volcani, 
1976). Es gibt also auch schon in den Chlorophyten einen Stoffwechselweg zur Detoxi‐
fizierung des Glycolats. Dass dieser Weg vergleichbar ist mit dem der Photorespiration 
höherer  Pflanzen,  zeigten  Analysen  an  Eremosphera  viridis,  die  zu  den  Trebouxio‐
phyceae gehört (Stabenau und Winkler, 2005). Allerdings sind die beteiligten Enzyme 
alle im Mitochondrium und nicht in den Peroxisomen lokalisiert. Die Kapazität, Glycolat 
in Glyoxylat umzuwandeln, ist daher niedriger als bei dem photorespiratorischen Weg 
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der Streptophyten. Dies könnte ein möglicher Grund  für die Evolution hin zu dem  in 
drei  Kompartimenten  stattfindenden  photorespiratorischen Weg  der  Streptophyten 
sein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1‐4: Photorespiration in Chlorophyten 
In den Chlorophyten wird das bei der Oxygenasereaktion der RUBISCO entstehende Glycolat entweder 
exkretiert oder  in den Mitochondrien oxidiert. Die Umwandlung von Glycolat zu Glyoxylat erfolgt über 
eine mitochondriale Glycolatdehydrogenase  (GDH). Auch  die weitere Umwandlung des Glyoxylats  zu 
Glycerat erfolgt  in den Mitochondrien. Peroxisomen  in der aus höheren Pflanzen bekannten Form sind 
in  diesen  Algen  nicht  vorhanden.  RUBISCO:  Ribulose‐1,5‐bisphosphat  Carboxylase/Oxygenase,  RuBP: 
Ribulose‐1,5‐bisphosphat, PGP: Phosphoglycolatphosphatase, GDH: Glycolatdehydrogenase.  
 
Dass der Stoffwechselweg der Chlorophyten dennoch von Bedeutung  ist, zeigten Un‐
tersuchungen an Chlamydomonas reinhardtii. Bei der Charakterisierung eines Stammes 
mit  einer  Plasmid‐Insertion  in  dem  korrespondierenden Glycolatdehydrogenase‐Gen 
wurde  festgestellt, dass diese Mutante konditional  letal  ist. Nur unter erhöhten CO2‐
Konzentrationen, bei denen die Oxygenase‐Aktivität  von RUBISCO niedrig  ist,  ist der 
Stamm  lebensfähig  (Nakamura et al., 2005). Dies  ist vergleichbar mit photorespirato‐
rischen Mutanten in höheren Pflanzen (Somerville und Ogren, 1982).  
Eine evolutionäre Verbindung zwischen den photorespiratorischen Stoffwechselwegen 
in  Streptophyten  und  Chlorophyten  stellt  auch  die  Identifizierung  einer  mitochon‐
drialen  Glycolatdehydrogenase  in  Arabidopsis  thaliana,  einer  höheren  Pflanze,  dar  
(Bari et al., 2004). So konnte gezeigt werden, dass diese Glycolatdehydrogenase nicht 
nur mitochondrial  lokalisiert  ist, sondern auch bezüglich der Stereoselektivität bei der 
Verstoffwechselung von Lactat und der Sensitivität gegenüber Cyanid identisch mit der 
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bekannten Glycolatdehydrogenase der Chlorophyten  ist. Diese Homologie deutet ein‐
deutig auf eine evolutionäre Konservierung hin. 
 
 
1.4 Bedeutung gentechnolgischer Ansätze 
Durch  die  stetig  wachsende Weltbevölkerung  und  die  Nutzung  landwirtschaftlicher 
Produkte nicht nur  für die Ernährung, sondern auch  für die Produktion erneuerbarer 
Energie‐Ressourcen  und  die  Herstellung  von  Produkten  der  klassischen  chemischen 
Industrie, wird der enorm wachsende Bedarf an  landwirtschaftlichen Produkte deut‐
lich.  In den nächsten  Jahren  ist eine Ausweitung und Verbesserung der Produktivität 
daher  unumgänglich.  Aus  diesen Gründen wird  darüber  diskutiert,  in wie weit  eine 
Erhöhung der photosynthetischen Kapazität die Produktivität erhöhen kann.  
Es  gab  in  den  vergangenen  Jahren  eine  Reihe  von  Freilandversuchen  (FACE‐
Experimente,  „free  air  CO2  enrichment“),  bei  denen  der  Einfluss  erhöhter  CO2‐
Konzentrationen, die z.B. durch das Verbrennen  fossiler Energieträger zustande kom‐
men, getestet wurde. Das Ergebnis zeigte zwar eine erhöhte Photosynthese, aber nicht 
im erwarteten Ausmaß  (Long et al., 2006a; Long et al., 2006b). Dennoch zeigen diese 
Versuche, dass eine Verbesserung der Photosynthese zur Erhöhung der Erträge führt. 
Daher  und  auf  Grund  von  photosynthetischen Modellen  erscheint  es  sinnvoll,  die   
Photosynthese gentechnisch zu manipulieren (Long et al., 2006b; Zhu et al., 2007). 
Die meisten der  landwirtschaftlich genutzten Pflanzen sind C3‐Pflanzen, deren photo‐
synthetische Kapazität stark durch Umweltfaktoren beeinflusst wird. Unter 1.2 wurden 
bereits die Probleme des Schlüsselenzyms RUBISCO beschrieben. Es stellt damit aber 
gleichzeitig einen guten Ansatzpunkt dar, um die Photosynthese  zu verbessern. Eine 
Erhöhung der Spezifität für CO2 und der katalytischen Aktivität scheinen sinnvolle An‐
sätze zu sein. Allerdings  ist  festzuhalten, dass es generell ein  inverses Verhältnis zwi‐
schen diesen beiden Parametern gibt. Theoretischen Modellen zu Folge scheint es so‐
gar so zu sein, dass das Enzym RUBISCO ein ideales Verhältnis von Spezifität und kata‐
lytischer Aktivität aufweist  (Tcherkez et al., 2006). Allerdings verändern sich momen‐
tan, durch die anthropogene Freisetzung von CO2 die Umweltfaktoren maßgeblich, so 
dass die existierende RUBISCO evtl. nicht optimal  ist (Zhu et al., 2007). Des Weiteren 
zeigen neuere Analysen (Uemura et al., 1997; Galmes et al., 2005; Parry et al., 2007), 
dass  das  inverse Verhältnis  zwischen  den  beiden  Parametern wohl  nicht  immer der 
Realität entspricht.  In einzelnen Spezies scheinen RUBISCO‐Enzyme mit hoher Spezifi‐
tät und akzeptabler katalytischen Aktivität vorzukommen. Eine Suche nach einer „bes‐
seren“ RUBISCO scheint daher nicht aussichtslos. Ein anderer Ansatz ist die Mutagene‐
se  von  RUBISCO‐Enzymen,  um  eine Verbesserung  zu  erzielen.  Bisher war  dies  nicht 
erfolgreich  (Parry et  al., 2003). Auch  sind die bisher existierenden bakteriellen Test‐
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systeme nicht in der Lage, die Faltung der RUBISCO‐Enzyme wie in den höherer Pflan‐
zen  zu  gewährleisten.  Dies  erschwert  die  Analyse  innerhalb  dieser  Testsysteme        
(Gatenby et al., 1987; Spreitzer und Salvucci, 2002). 
Selbst wenn diese Probleme gelöst wären, bliebe immer noch das technische Problem 
des Austausches der RUBISCO. Wie unter 1.2 beschrieben, wird eine der Untereinhei‐
ten  im Kern kodiert, die andere  im Plastom. Chloroplasten‐Transformation und „Anti‐
sense“‐  bzw.  „RNAinteferenz“‐Technologien  müssen  also  weiterentwickelt  und  für 
Nutzpflanzen etabliert werden, um diesen Ansatz zum Erfolg zu führen. 
Ein  alternativer  Ansatz  zu  Veränderung  des  Enzyms  RUBISCO  ist  die  Reduktion  der 
Oxygenase‐Aktivität  durch  Veränderung  der  Substratkonzentrationen  in  der  Umge‐
bung des Enzyms, um die Effektivität zu erhöhen. Eine Möglichkeit dazu bietet die Na‐
tur  selbst. Neben  den  oben  beschriebenen  C3‐Pflanzen  haben  sich  auch  C4‐Pflanzen 
entwickelt. Diese haben eine Art biochemische Pumpe entwickelt, die CO2  in der Um‐
gebung von RUBISCO konzentriert und  in Folge dessen die Oxygenase‐Aktivität senkt. 
Der C4‐Stoffwechsel bedarf jedoch, bis auf wenige noch schlecht verstandene Ausnah‐
men  (Edwards et al., 2004), neben physiologischen auch anatomische Adaptationen. 
Die primäre und die  sekundäre CO2‐Fixierung  finden  in  zwei unterschiedlichen Blatt‐
geweben statt, dem Mesophyll und den Bündelscheiden. Die primäre Fixierung findet 
nicht  über RUBISCO  statt,  sondern  über  die  Phosphoenolpyruvatcarboxylase  (PEPC). 
Die entstehenden organischen Säuren (C4‐Säuren) diffundieren in die Bündelscheiden, 
wo sie decarboxyliert werden.  In der Umgebung von RUBISCO entsteht dadurch eine 
CO2‐Anreicherung (Von Caemmerer und Furbank, 2003). Dadurch wird die Oxygenase‐
Aktivität reduziert. 
Versuche, C4‐Enzyme in C3‐Pflanzen zu exprimieren, ohne jegliche anatomische Verän‐
derungen vorzunehmen, waren bisher kaum erfolgreich  (Ku et al., 1999; Lipka et al., 
1999; Fukayama et al., 2003; Taniguchi et al., 2008). Ohne eine Veränderung oder An‐
passung  der  anatomischen Gegebenheiten  scheint  ein  funktionaler  Transfer  der  C4‐
Photosynthese nicht möglich zu sein. Allerdings bleibt festzuhalten, dass es  in aquati‐
schen Pflanzen auch Einzelzell‐C4‐Syteme gibt (Leegood, 2002; Rao et al., 2006). Jedoch 
wurde ein  solches  System noch nie mit allen  seinen Komponenten, allen beteiligten 
Enzyme und Transportern, in eine C3‐Pflanze übertragen. 
Eine  Alternative  zu  den  C4‐Ansätzen  stellt  das  Akzeptieren  der Oxygenase‐Aktivität, 
aber das effektivere Recyceln der anfallenden Produkte dar. Ein Ansatz dafür  ist das 
Einbringen  des Glyceratstoffwechselweges  aus  Escherichia  coli  in  den  Chloroplasten 
höherer Pflanzen (Kebeish et al., 2007).  In diesem Ansatz katalysiert die E. coli Glyco‐
latdehydrogenase, welche aus den drei Untereinheiten D, E und F besteht, unter Pro‐
duktion von NADH die Umsetzung von Glycolat zu Glyoxylat. Zwei Moleküle des ent‐
stehenden Glyoxylats werden  unter CO2‐Freisetzung  durch  die Glyoxylat‐Carboligase 
zu  Tatronatsemialdehyd  umgesetzt.  Die  Tatronatsemialdehyd‐Reduktase  reduziert 
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dieses  zu Glycerat, wobei NADH als Elektronendonor  fungiert. Das entstehende Gly‐
cerat geht in den normalen Stoffwechsel der Photorespiration ein (Abbildung 1‐5). 
Wie  in Abbildung 1‐5 zu sehen  ist, umgeht man so den Verlust von NH3, und das CO2 
geht nicht aus dem Mitochondrium verloren,  sondern verbleibt  im Chloroplasten,  in 
der Umgebung von RUBISCO. Dadurch kann die CO2‐Konzentration  im Chloroplasten 
erhöht werden. Vergleicht man diesen Ansatz mit den C4‐Ansätzen, so wird deutlich, 
dass dieser keine anatomischen Adaptationen und bis  jetzt noch schlecht charakteri‐
sierte Transporter bedarf. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1‐5: Photorespiratorischer Bypass 
Neben  dem  photorespiratorischen  Stoffwechselweg  der  Streptophyten  (schwarz),  ist  der  integrierte 
Glyceratstoffwechselweg aus E. coli  (rot) dargestellt.  In diesem wird durch Oxidation durch das Enzym 
Glycolatdehydrogenase  (GDH) aus Glycolat Glyoxylat. Dieses wird unter CO2‐Freisetzung durch das En‐
zym Glyoxylat‐Carboligase (GCL) zu Tatronatsemialdehyd verstoffwechselt. Um den Zyklus zu schließen, 
reduziert  die  Tatronatsemialdehyd‐Reduktase  (TSR)  dieses  zu  Glycerat.  Die  entsprechenden  Stöchio‐
metrien  sind  in  der  Abbildung  nicht  dargestellt.  RUBISCO:  Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Carboxy‐
lase/Oxygenase, RuBP: Ribulose‐1,5‐bisphosphat, PGP: Phosphoglycolatphosphatase, GOX: Glycolatoxi‐
dase, GGAT: Glyoxylat:Glutamat‐Aminotransferase, SGAT: Serin:Glyoxylat‐Aminotransferase, GDC: Gly‐
cindecarboxylase, SHMT: Serinhydroxymethyltransferase, HPR: Hydroxypyruvatreduktase, GK: Glycerat‐
kinase, GOGAT: Glutamin:Oxoglutarat‐Aminotransferase, GS: Glutaminsynthetase, CAT: Katalase, GDH: 
Glycolatdehydrogenase, GCL: Glyoxylat‐Carboligase, TSR: Tatronatsemialdehyd‐Reduktase. 
 
 
1.5 Ziel der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit  ist es, die mitochondriale Glycolatoxidation  in höheren Pflanzen ge‐
nauer zu untersuchen. Hierzu soll die Glycolatdehydrogenase aus Arabidopsis thaliana 
näher analysiert und die Beteiligung des mitochondrialen Glycolatstoffwechsels an der 
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Photorespiration analysiert werden. Durch diese Analysen soll sowohl eine Einordnung 
in die in 1.3 beschriebene Evolution der Photorespiration ermöglicht werden, als auch 
die Bedeutung dieses alternativen Stoffwechselweges charakterisiert werden. 
Des Weiteren soll der unter 1.4 beschriebene gentechnologische Ansatz zur Umgehung 
des „normalen“ photorespiratorischen Weges untersucht werden. Wesentliche Punkte 
hierbei sind die Auswirkungen auf Photosynthese und Photorespiration, sowie auf das 
veränderte Wachstum der transgenen Pflanzen. Ein weiterer Aspekt ist der Einfluss der 
Transgene auf den Gesamtmetabolismus der Pflanze und auf das Transkriptom. 
Material und Methoden    15 
2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Die  in  der  vorliegenden  Arbeit  verwendeten  allgemein  gebräuchlichen  Chemikalien 
wiesen wenigstens den Reinheitsgrad p.a. auf und wurden von  folgenden Firmen be‐
zogen: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), BioRad Labo‐
ratories GmbH  (München), Boehringer Roche  (Mannheim), Calbiochem  (Bad  Soden), 
Carl  Roth  GmbH  (Karlsruhe),  Gibco  BRL  (Eggenstein),  Hartmann  Analytic  (Braun‐
schweig),  Invitek  (Berlin),  Invitrogen  (Leck, NL), KMF Laborchemie Handels GmbH  (St. 
Augustin), Kodak (Stuttgart), MBI Fermentas (St. Leon‐Rot), VWR (Darmstadt), Metabi‐
on (Martinsried), Molbiol (Hamburg), New England BioLabs (Frankfurt), PeqLab (Erlan‐
gen), Pharmacia (Freiburg), Promega (Madison, USA), QIAGEN (Hilden), Roche Diagnos‐
tics GmbH  (Mannheim), Serva  (Heidelberg), Sigma  (Taufkirchen), Worthington  (Lake‐
wood, NJ, USA).  
Allgemein  gebräuchliche  Verbrauchsmaterialen  wurden  von  folgenden  Herstellern 
bezogen: Applied Biosystems (Darmstadt), Beckman Coulter (Fullerton, USA), Biometra 
(Göttingen), BioRad Laboratories GmbH  (München), Eppendorf  (Hamburg), Fuji  (Düs‐
seldorf),  Gibco  BRL  (Eggenstein),  Greiner  (Solingen),  Hanna  Instruments  (Kehl),  He‐
raeus  (Osterode), Herolab  (Wiesloch), Hettich Zentrifugen  (Tuttlingen), Kodak  (Stutt‐
gart),  Labomedic  (Bonn), Millipore  (Eschborn), MWG Biotech  (München),  Pharmacia 
(Freiburg), Raytest (Berlin), Serva (Heidelberg), Schott Glaswerke (Mainz), Sorvall (Bad 
Homburg), Wissenschaftliche  Technische Werkstätten  (Weilheim), Whatman  (Maid‐
stone, GB), Zinsser Analytic (Frankfurt). 
 
 
2.1.2 Apparaturen, Geräte und Zubehör 
Tabelle 2‐1: Verwendete Geräte und Zubehör 
Gerät und Zubehör  Hersteller 
Elektroporation   
GenePulserTM  BioRad Laboratories GmbH (München) 
   
Fotodokumentation   
Herolab UVT‐20 M  Herolab (Wiesloch) 
   
Gelelektrophorese‐Apparaturen   
Agarosegel‐Apparaturen 
Wissenschaftliche Werkstätten RWTH  
(Aachen) 
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CONSORT E143 Power Supply  CONSORT (Turnhout, BL) 
Bioanalyzer 2100  Agilent (Santa Clara, USA) 
   
pH‐Meter   
WTW pH 
Wissenschaftliche Technische Werkstätten 
(Weilheim) 
   
Photometer   
Spectrophotometer Uvikon 930  Kontron (München) 
SmartSpec™ 3000  BioRad Laboratories GmbH (München) 
Einwegküvetten  Sarstedt (Nürnbrecht) 
Quarzküvetten Suprasil® 104.002B‐QS  Hellma (Müllheim) 
Quarzküvetten Suprasil® 100‐QS  Hellma (Müllheim) 
Nanodrop 1000  ThermoScientific (Wilmington, USA) 
   
Thermocycler   
Biometra T personal  Biometra (Göttingen) 
MWG Primus 96 plus  MWG Biotech (München) 
PeqLab Primus 96 advance  PeqLab (Erlangen) 
GeneAmp® PCR System 9700  Applied Biosystems (Darmstadt) 
   
Real‐Time‐PCR System   
ABI Prism® 7000  Applied Biosystems (Darmstadt) 
ABI Prism® 7000 SDS Software 1.1  Applied Biosystems (Darmstadt) 
ABI Prism® 7300  Applied Biosystems (Darmstadt) 
ABI Prism® 7300 SDS Software  Applied Biosystems (Darmstadt) 
   
Zentrifugen und Rotoren   
Biofuge fresco  Heraeus (Osterode) 
Megafuge 3.0R  Heraeus (Osterode) 
Mikro 22  Hettich (Tuttlingen) 
Sorvall RC 5 B Plus  Sorvall (Bad Homburg) 
Rotor HFA 22.50  Heraeus (Osterode) 
Optima L‐100XP  Beckman‐Coulter (Fullerton, USA) 
Rotor SW 41 Ti  Beckman‐Coulter (Fullerton, USA) 
SpeedVac Savant  Thermo Scientific (Waltham, USA) 
   
Klimaschrank mit Gasmischer   
Klimaschrank  Snijders Scientific (Tilburg, Niederlande) 
   
Photosynthesemessgerät   
Licor Li‐6400  Licor Biosciences (Lincoln, USA) 
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ELISA‐Reader   
BioTek ELx808  BioTek (Vermont, USA) 
 
 
2.1.3 Verwendete Enzyme 
Tabelle 2‐2: Verwendete Enzyme 
Enzym  Hersteller 
Desoxyribonuklease I, RNase frei  Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transkriptase (M‐MLV‐RT) 
Promega (Mannheim) 
Restriktionsenzyme, diverse 
New England Biolabs (Frankfurt) 
MBI Fermentas (St. Leon‐Rot) 
Taq‐Polymerase  Institut für Biologie I (RWTH Aachen) 
T4‐DNA‐Ligase  MBI Fermentas (St. Leon‐Rot) 
Phosphoglucoisomerase  Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Invertase  Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Hexokinase‐Glucose‐6‐Phosphat‐
Dehydrogenase Enzymgemisch 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
 
 
2.1.4 Größenstandards für die Gelelektrophorese 
Tabelle 2‐3: Verwendete Größenstandards 
Größenstandard  Hersteller 
100 bp Marker  MBI Fermentas (St.Leon‐Rot) 
50 bp Marker  MBI Fermentas (St.Leon‐Rot) 
λ‐DNA/PstI‐Marker  MBI Fermentas (St.Leon‐Rot) 
 
 
2.1.5 Verwendete Reaktionskits 
Tabelle 2‐4: Verwendete Reaktionskits 
Reaktionskit  Hersteller  Verwendungszweck 
Invisorb® Spin PCRapid Kit  Invitek (Berlin) 
Aufreinigung von PCR‐ und 
Restriktionsprodukten 
Invisorb® Spin PCRapace Kit  Invitek (Berlin) 
Aufreinigung von PCR‐ und 
Restriktionsprodukten 
Invisorb® Spin DNA Extraction 
Kit 
Invitek (Berlin) 
Aufreinigung von Nukleinsäu‐
ren aus Agarosegelen 
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NucleoSpin® Plasmid‐Kit  Macherey‐Nagel (Düren)  Isolierung von Plasmiden 
TOPO TA Cloning® Kit  Invitrogen (Leck, NL) 
Klonierung von PCR‐
Produkten 
Platinum® SYBR® Green qPCR 
SuperMix‐UDG with Rox 
Invitrogen (Leck, NL)  Real‐time qPCR 
Gateway®Technology with 
Clonase™ II 
Invitrogen (Leck, NL)  Gateway‐Klonierung 
PlantRNA‐Kit  Macherey‐Nagel (Düren) 
Isolierung von RNA für speziel‐
le Verwendungszwecke 
 
 
2.1.6 Spezielle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2‐5: Spezielle Chemikalien 
Chemikalie  Hersteller 
[1‐14C]‐Glycin  Hartmann‐Analytic (Braunschweig) 
[1,2‐14C]‐Glycolat  Hartmann‐Analytic (Braunschweig) 
Ampicillin  Molbio (Hamburg) 
Aminooxyacetat  Sigma (Taufkirchen) 
Carbenicillin  Applichem (Darmstadt) 
dNTPs  MBI Fermentas (St. Leon‐Rot) 
Kanamycin  Applichem (Darmstadt) 
MitoTracker GreenFM™  Invitrogen (Leck, NL) 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)  Applichem (Darmstadt) 
Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert 
(NADH) 
Sigma (Taufkirchen) 
Percoll  Sigma (Taufkirchen) 
Rifampicin  Duchefa (Haarlem, NL) 
Sulfadiazin  Sigma (Taufkirchen) 
Triton X‐100  Applichem (Darmstadt) 
 
 
Tabelle 2‐6: Spezielle Verbrauchsmaterialien 
Material  Hersteller 
Miracloth  Calbiochem (Bad Soden) 
Whatman 3M Paper  Whatman (Mainstone, GB) 
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2.1.7 Verwendete Oligonukleotide 
Tabelle 2‐7: Verwendete Oligonukleotide 
Die Nummer in der Klammer gibt die Nummer in der Instituts‐Primerliste an. 
Multiplex‐Primer  Sequenz  Verwendungszweck 
GCL‐FW1 (1330)  CGCACCGACTGAAACCTGCTTC  GCL  259 bp Produkt 
TSR‐FW1 (1331)  CTCAACCTGGCACTGCAAAGTGCG  TSR  384 bp Produkt 
GlcF‐FW1 (1332)  GCCGATAAAGCACGTCAGGTCAGT  GlcF 550 bp Produkt 
GlcE‐FW1 (1333)  TCGGAAGCTACGGTTGTCTTGGCG  GlcE  723 bp Produkt 
GlcD‐FW1 (1334)  GGCGGGCTGGAGATGATGGATAAC  GlcD  847 bp Produkt 
GT‐DEF Rev‐2 (1340)   CACATGAGCGAAACCCTATAAGAACCCT  GT‐DEF Reverse‐Primer 
Actin2 Fw (584)  GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG  Actin‐Kontrolle der DNA 
Actin2 Rev (585)  GGTGCAACGACCTTAATCTTCAT  Actin‐Kontrolle der DNA 
 
 
Real‐Time‐Primer  Sequenz  Verwendungszweck 
Actin2 Fw (584)  GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
Arabidopsis Actin interner 
Standard 
Actin2 Rev (585)  GGTGCAACGACCTTAATCTTCAT 
Arabidopsis Actin interner 
Standard 
GCL taqman‐FW1 
(1408) 
TATCGGGTACCGGTAGTCGTGGA 
Kontrolle der GCL Ex‐
pression 
GCL‐taqman‐REV1 
(1409) 
CAGGTTTCAGTCGGTGCGTCCG 
Kontrolle der GCL Ex‐
pression 
TSR‐taqman‐ FW1 
(1410) 
TGCGCTGAACCTGCCAAACACTGC 
Kontrolle der TSR Ex‐
pression 
TSR –taqman‐REV1 
(1411) 
CGAGGGCCAGTTTATGGTTAGCCA 
Kontrolle der TSR Ex‐
pression 
AtGDH‐taqman‐FW1 
(1412)  
GGATGGAACATGTACTGGAGAACACG 
Kontrolle der AtGDH Ex‐
pression 
AtGDH‐taqman‐REV1 
(1413) 
CCGGGTTCATGATATCGTTTGGGTCC 
Kontrolle der AtGDH Ex‐
pression 
GlcE –taqman FW1 
(1414) 
ATGCGACCCGCTTTAGTGCCGG 
Kontrolle der GlcE Ex‐
pression 
GlcE taqman‐REV1 
(1415) 
ACATGCGACCGGGGTTAAACACGC 
Kontrolle der GlcE Ex‐
pression 
GlcD‐taqman‐FW (1416)  CGATGAAATCACGACCTTCCATGCGG 
Kontrolle der GlcD Ex‐
pression 
GlcD‐taqman‐REV1 
(1417) 
TGCACATGCATGGCACCAAATTCAGC 
Kontrolle der GlcD Ex‐
pression 
GlcF –taqman FW1 
(1418) 
GCACGCCAGCTGCGGGATAACA 
Kontrolle der GlcF Ex‐
pression 
GlcF‐taqman‐REV1 
(1419) 
ATCCAGTGACGCACAGAGGTACGA 
Kontrolle der GlcF Ex‐
pression 
AGA2‐RT (Fw1) (1341)  GACTTTGGAAGACGCTCTCAACAG 
Kontrolle der AGA‐2 Ex‐
pression 
AGA2‐RT (Rev1) (1342)  CAGTAGCATTGAGAAGGCGTTTGC 
Kontrolle der AGA‐2 Ex‐
pression 
AGA2‐RT (Fw2) (1343)  GCACCAGATGCGTTCTACTGC 
Kontrolle der AGA‐2 Ex‐
pression 
AGA2‐RT (Rev2) (1344)  CTCTTGTGGAACTCTGTCAGAC 
Kontrolle der AGA‐2 Ex‐
pression 
AGA‐2‐realtime_Fw 
(2808) 
GGAGCAATGTATCTCTTCCCGCGAA 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR 
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AGA‐2‐realtime_Rv 
(2809) 
GAA GAA TTC GTT TGC AGT AGA ACG CA 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR 
AGA‐6‐realtime_Fw 
(2810) 
GGAGCTATGTATCTATTCCCTTGCC 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR 
AGA‐6‐realtime_Rv 
(2811) 
TTA AGA ATT CGT TTG CAG TAG AAA TTG 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR 
AGA6‐Realtime_Fw 
(2824) 
TCA GAG TCG TCG TCG TCA  AC 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR (5'‐Ende) 
AGA6‐Realtime_Rv 
(2825) 
AGA AGA CAA GTG GCG CGA TG 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR (5'‐Ende) 
AGA2‐Realtime_Fw 
(2826) 
GAC CAT TCT CGT CGT CAA CAT 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR (5'‐Ende) 
AGA2‐Realtime_Rv 
(2827) 
GAG ACA GAG CAG GAG GAG AAG 
Unterscheidung von AGA‐2 
und AGA‐6 in der RealTime‐
PCR (5'‐Ende) 
GGAT‐1‐Fw1 (2936)  ATATGACCAGTTCGCCCGTGAAAG 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
GGAT‐1‐Rv1 (2937)  TCCCGTTGGTAACCGTATTTGAGG 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
GGAT‐1‐Fw2 (2938)  CGTCGTGTGCAATTTCACAGAAGG 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
GGAT‐1‐Rv2 (2939)  TCTTCTGCTGGCAGGATTGTTGTC 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
GGAT‐1‐Fw3 (2940)  GCAAGGCTCATGACAGATGGATTC 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
GGAT‐1‐Rv3 (2941)  GTGGCTTCTAAGAGCTTGAGACAG 
Kontrolle der GGAT‐1 Ex‐
pression 
 
 
Primer zur cDNA‐
Synthese 
 Sequenz  Verwendungszweck 
Random nonamers  NNNNNNNNN 
[d(N)9]  für die Erststrang‐
synthese 
 
 
Primer zur Lokali‐
sationsanalyse 
 Sequenz  Verwendungszweck 
AGA‐6 rfp Fw NcoI 
(2232) 
ACATCCATGGTATGCGGA‐
GATTCGTGATTGGCCAA 
Amplifikation von AGA‐6 
mit NcoI‐Schnittstelle für 
RFP‐Vektoren 
 AGA‐6 rfp Rv NcoI 
(2233) 
TGCTCCATGGTGTCGCGGAACTCGTCCATGA 
Amplifikation von AGA‐6 
mit NcoI‐Schnittstelle für 
RFP‐Vektoren 
AGA‐2 rfp Fw 
Esp3I(NcoI) (2234) 
AGCCGTCTCCCATGGTATGCGGAGATTC 
Amplifikation von AGA‐2 
mit NcoI‐Schnittstelle für 
RFP‐Vektoren 
AGA‐2 rfp Rv 
Esp3I(NcoI) (2235) 
TGCATGGGAGACGCTCGAGGTTGCGGAA 
Amplifikation von AGA‐2 
mit NcoI‐Schnittstelle für 
RFP‐Vektoren 
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Dual‐Targeting Primer   Sequenz  Verwendungszweck 
Fw_dual_targeting 
(3000) 
AGT CGG ATC CGA TAT GGC TTT CGC 
Fw‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH; integ‐
rierte BamHI‐Schnittstelle 
Rv1_dual_targeting 
(3001) 
GTC CAT GGG AGA CGT GAA ACA TAC ATG 
Rv‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH; integ‐
rierte Esp3I‐Schnittstelle 
Rv2_dual_targeting 
(3002) 
GTA CCA TGG AAG GAT TCG ACA GAT TC 
Rv‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH‐TP; 
integrierte NcoI‐
Schnittstelle 
Rv3_dual_trageting 
(3003) 
TCG ATC TAG ATT AGA AAC ATA CAT GAG G 
Rv‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH; integ‐
rierte XbaI‐Schnittstelle 
Rv4_dual_targeting 
(3049) 
GAC GTC GAT CTA GAT TAG AAA CAT ACA TG 
Rv‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH; integ‐
rierte XbaI‐Schnittstelle 
Rv5_dual_targeting 
(3050) 
TCG ATC TAG ATT AGA AAC ATA CAT GAG 
GAG GAA TTA 
Rv‐Primer für Dual‐
Targeting von AtGDH; integ‐
rierte XbaI‐Schnittstelle 
 
 
RNAi   Sequenz  Verwendungszweck 
attB_AGA6_Fw (3043) 
GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG 
CTG GTT ACA TGG AGG TTA CT 
RNAi von AGA‐2 und AGA‐6 
attB_AGA6_Rv (3044) 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTT TTG CAC GTC TTG CCA AAG A 
RNAi von AGA‐2 und AGA‐6 
attB_AGA2_Fw (3045) 
GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG 
CTA CCG ATT CAA TTG ACC GA 
RNAi von AGA‐2 und AGA‐6 
attB_AGA2_Rv (3046) 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTT GCA TCA TCA TGT GAA CCG 
RNAi von AGA‐2 und AGA‐6 
attB_AGA6_Fw‐allein 
(3139) 
GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG 
CTG AAA AAG GTC CCA TGC CGT T 
RNAi von AGA‐6 
attB_AGA6_Rv‐allein
(3140) 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTG TTC AAT CTT GTG TTT TC 
RNAi von AGA‐6 
new‐attB‐AGA2‐F (3172) 
GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG 
CTC CTG ACC ATG AAG ATG AAC TTA AA 
RNAi von AGA‐2 
new‐attB‐AGA2‐R 
(3173) 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTA TTT ATA AGC CCA ATA AAT TTA CTA 
RNAi von AGA‐2 
attB_GGT1_Fw (3064) 
GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG 
CTG GAT TTG GAC AGA AAG AAG 
RNAi von GGAT‐1 
attB_GGT1_Rv (3065) 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTA GCT TTA AAG AGT GTA GCA GA 
RNAi von GGAT‐2 
 
 
2.1.8 Verwendete Plasmide 
2.1.8.1 Plasmide für die Lokalisationsanalysen 
Die  folgenden Plasmide wurden  für die Lokalisationsanalysen der Aminotransferasen 
und der Glycolatdehydrogenase aus Arabidopsis verwendet. 
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pTRAK-AGA-2-rfp
9953 bps
INco
INco
INco
INco
Dsred
pA35s
SAR
RB
RK2ori
bla
ColE1ori
LBpAnos
npt II
Pnos
SAR
P35ss
TL
AGA2
pTRAK-AGA-6-rfp
9951 bps
NcoI
NcoI
Dsred
pA35s
SAR
RB
RK2ori
bla
ColE1ori
LBpAnos
npt II
Pnos
SAR
P35ss
TL
AGA6
2.1.8.1.1 RFP‐Plasmide 
Die  RFP‐Plasmide wurden  für  die  Lokalisationsanalysen  der  Aminotransferasen  ver‐
wendet. Die beiden Aminotransferasen wurden über NcoI in die Vektoren kloniert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐1: pTRAK‐AGA‐2‐rfp und pTRAK‐AGA‐6‐rfp 
Dargestellt ist die Karte der Plasmide pTRAK‐AGA‐2‐rfp und pTRAK‐AGA‐6‐rfp. Sie dienten der Transfor‐
mation von A. thaliana Wildtyp durch Agrobacterium. Mittels dieser Plasmide wurde eine Translations‐
Fusion zwischen der jeweiligen Aminotransferase und dem RFP‐Protein erzielt. 
Die Orientierung der Gene ist durch Pfeile gekennzeichnet: AGA‐2 = Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferase 
(At1g72330); AGA‐6 = Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferase  (At1g17290); Dsred = RFP‐Sequenz; bla =  β‐
Lactamase‐Gen als Selektionsmarker in Bakterien (vermittelt Resistenz gegenüber β‐Lactam‐Antibiotika, 
z.B.  Ampicillin);  nptII  = Neomycin‐Phosphotransferase‐Gen  Typ  II  als  Selektionsmarker  in  transgenen 
Pflanzen (vermittelt Resistenz gegenüber Aminoglycosid‐Antibiotika, z.B. Kanamycin).  
Weitere wichtige Regionen des Plasmids sind durch Balken hervorgehoben: LB/RB = linke/rechte Border 
des  Nopalin‐Ti‐Plasmids  pTiT37;  SAR  =  Scaffold  attachment  Region;  Pnos  =  Promotor  des  Nopalin‐
Synthase‐Gens von A.  tumefaciens; pAnos = Polyadenylierungs‐/Terminationssequenz der Nopalinsyn‐
thase von A. tumefaciens; P35ss = Promotorsequenz des Cauliflower‐Mosaik‐Virus; pA35s = Polyadeny‐
lierungs‐/Terminationssequenz des Cauliflower‐Mosaik‐Virus; RK2ori = Replikationsursprung für Plasmi‐
de in A. tumefaciens; ColE1ori = Replikationsursprung für Vektoren in E. coli. 
 
 
2.1.8.1.2 Dual‐Targeting‐Plasmide 
Die  Ausgangsvektoren  der  Dual‐Targeting‐Plasmide  wurden  freundlicherweise  vom 
Institut für Pflanzenphysiologie, Abteilung Allgemeine Biologie (Martin Luther Universi‐
tät, Halle‐Wittenberg, Prof. Klösgen) zur Verfügung gestellt. Für die  in vitro Analysen 
wurden die pBAT‐Vektoren verwendet,  für die    in vivo Analysen wurden die pRT100‐
Vektoren verwendet. 
 
 
(A)  (B)
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pBAT_AtGDH
4685 bps
BamHI
IXba
predicted MTS
AtGDH
pBAT_EYFP_AtGDH
5423 bps
Nco I
Nco I
Nco I
HIBam
AtGDH
predicted MTS
eyfp
pBAT_EYFP_TP-AtGDH
3935 bps
BamHI
NcoI
predicted MTS
eyfp
2.1.8.1.2.1 pBAT‐Vektoren 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐2: pBAT‐AtGDH 
Die Orientierung des Gens  ist durch die Pfeilrichtung gekennzeichnet. AtGDH wurde über BamHI und 
XbaI in den Vektor kloniert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐3: pBAT_EYFP‐Vektoren 
Die Orientierung der Gene ist durch die Pfeilrichtung gekennzeichnet. (A) AtGDH wurde vor das Fluores‐
zenzprotein EYFP („enhanced yellow fluorescence protein“) kloniert; (B) das „Targeting‐Peptid“ (MTS = 
TP; Basen 1‐56 der Coding‐Sequenz von AtGDH) von AtGDH wurde vor das Fluoreszenzprotein EYFP  in 
den pBAT‐Vektor kloniert.  Das TP wurde über BamHI und NcoI in den Vektor kloniert. Da sich in AtGDH 
Schnittstellen für NcoI befinden, musste dieses Fragment über BamHI und Esp3I kloniert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A)  (B)
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pRT100_EYFP_circular.seq
4147 bps
BamHI
NcoI
P35s
omega leader
eyfp
pA35s
pRT100_EYFP_AtGDH
5847 bps
NcoI
NcoI
NcoI
BamHI
AtGDH
predicted MTS
eyfp
pA35s
P35s
omega leader
pRT100_EYFP_TP-AtGDH
4359 bps
BamHI
NcoI
P35s
omega leader
predicted MTS
eyfp
pA35s
(A)
(B) (C)
2.1.8.1.2.2 pRT100‐Vektoren 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐4: pRT100‐Plasmide 
Die Orientierung der Gene ist durch die Pfeilrichtung gekennzeichnet. eyfp = eyfp‐Sequenz; P35s = Pro‐
motorsequenz  des  Cauliflower‐Mosaik‐Virus;  pA35s  =  Polyadenylierungs‐/Terminationssequenz  des 
Cauliflower‐Mosaik‐Virus.  (A) pRT100_EYFP Ausgangsvektor.  (B) Ausgangsvektor mit AtGDH. Da sich  in 
AtGDH Schnittstellen für NcoI befinden, musste dieses Fragment über BamHI und Esp3I kloniert werden. 
(C) Ausgangsvektor mit dem AtGDH‐Targetingpeptid. Das TP wurde auch in diesem Fall über BamHI und 
NcoI in den Vektor kloniert.  
  
 
2.1.9 Pflanzenmaterial und Anzucht 
Für alle Arbeiten wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen vom Ökotyp Columbia (Col‐0) 
benutzt. 
Zur Anzucht der Pflanzen wurden  zuvor  sterilisierte  Samen auf entsprechenden MS‐
Medien (Tabelle 2‐8) ausgelegt.  
Zur Sterilisation wurden die Samen abwechselnd 2‐mal mit 70%  (v/v) und 1‐mal mit 
96% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Samen unter 
sterilen Bedingungen auf Whatman‐Papier getrocknet. 
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Nach  dem Auslegen  auf  die  entsprechenden Medien wurden  die  Pflanzen  bei  einer 
photosynthetisch aktiven Photonen‐Flux‐Dichte (PAR) von ca. 80 µmol Photonen m‐2s‐1 
unter Kurztag‐Bedingungen  (8 Stunden Licht, 16 Stunden Dunkelheit) angezogen. Die 
Tagestemperatur lag dabei bei ca. 22°C und die Nachttemperatur bei ca. 20°C. 
Nach  ungefähr  3 Wochen Wachstum  konnten  die  Pflanzen  in  ein Gemisch  aus  50% 
Sand  und  50%  Vermehrungserde  (Typ  VM,  Werkverband,  Sinntal‐Jossa)  überführt 
werden. Das weitere Wachstum  fand dann wiederum unter Kurztag‐Bedingungen bei 
einer PAR von ca. 100 µmol Photonen m‐2 s‐1, einer Tagestemperatur von ca. 22°C und 
einer Nachttemperatur von ca. 20°C statt. 
Um eine schnellere Blütenbildung und Samenreife zu erzielen, wurden die Pflanzen in 
einen Tag/Nacht‐Rhythmus von 16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit (Langtag) 
bei gleicher PAR und gleichen Temperaturen versetzt. 
Für  die  diversen  Wachstumsanalysen  und  zur  Anzucht  segregierender  Pflanzen‐
Populationen wurden die Samen direkt, ohne vorherige Sterilisierung, auf Erde ausge‐
legt (Gemisch aus 50% Sand und 50% Vermehrungserde). Die Wachstumsbedingungen 
entsprechen dabei den oben angegebenen. 
 
Tabelle 2‐8: Medien zur Pflanzenanzucht 
Murashige und Skoog Basal (MS) Platten 
MS‐Salz  2,2 g/l 
Pflanzen‐Agar  0,7% (w/v) 
Antibiotika wurden in entsprechenden Mengen  
in die jeweiligen Medien gegeben. 
 
 
2.1.10 Bakterienkulturen 
2.1.10.1 Escherichia coli DH5α Kulturen 
Zur Vermehrung von Plasmiden wurde der Stamm DH5α des Bakteriums E. coli mit F‐, 
Lambda‐, recA1, endA1, hsdR17 (rk
‐, mk
‐), (lacZYA‐argF), supE44, U169, Φ80dlacZΔM15, 
thi‐1,  gyrA96,  relA1  genutzt.  Auf Grund  eines modifizierten  Rekombinationssystems 
(recA1) und dem Fehlen der Endonuklease (endA1) kann dieser Stamm für Klonierun‐
gen benutzt werden. 
Kulturen von E. coli DH5α wurden  in LB‐Medium bzw. auf LB‐Platten (Tabelle 2‐9) an‐
gezogen.  Zur  Selektion wurde Ampicillin  benutzt  (Tabelle  2‐9). Die Anzucht  erfolgte 
über Nacht bei 37°C. 
Chemisch‐kompetente E. coli DH5α‐Zellen wurden vom Institut für Biologie I bereitge‐
stellt. 
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Tabelle 2‐9: Medien zur Anzucht von E. coli DH5α 
Luria Bertani (LB) Medium 
Hefeextrakt  0,5% (w/v) 
NaCl  1% (w/v) 
Trypton  1% (w/v) 
ggf. Agar  1,5% (w/v) 
In das Selektionsmedium wurde 100 mg/L 
Ampicillin gegeben. 
 
 
2.1.10.2 Agrobacterium tumefaciens GV3101 Kulturen 
Zur  Transformation  der A.  thaliana‐Pflanzen wurde  der  Stamm GV3101  (pMP90RK): 
Gmr, Kmr, Rifr von A.  tumefaciens benutzt. Dieser  trägt das Ti‐Plasmid pMP90RK, das 
sowohl die vir‐Region als auch die Gene für die beiden Resistenzen gegen Gentamycin 
und  Kanamycin  enthält. Die  Resistenz  gegen  Rifampicin  ist  hingegen  genomisch  ko‐
diert. 
Zur Anzucht wurde YEB‐Medium (Tabelle 2‐10) benutzt. Zur Selektion wurden für die‐
sen A. tumefaciens‐Stamm Carbenicillin (100 mg/l), Kanamycin (25 mg/l) und Rifampi‐
cin (100 mg/l) (Tabelle 2‐10) zugesetzt. Das Wachstum erfolgte bei 28°C. 
Elektrokompetente A.  tumefaciens GV3101 Zellen wurden vom  Institut  für Biologie  I 
bereitgestellt. 
 
Tabelle 2‐10: Medien zur Anzucht von A. tumefaciens GV3101 
YEB Medium 
Hefeextrakt  0,1% (w/v) 
Nutrient Broth Extrakt  0,5% (w/v) 
Bactotrypton  0,5% (w/v) 
Sucrose  0,5% (w/v) 
MgSO4  2 mM 
ggf. Agar  1,5% (w/v) 
pH mit NaOH auf 7,4 einstellen   
Antibiotika wurden in angegebenen Mengen zum 
Medium gegeben. 
 
 
2.1.11 Verwendete Internetdatenbanken und Onlineprogramme 
Die  in dieser Arbeit verwendeten  Internetdatenbanken und Onlineprogramme sind  in 
der folgenden Tabelle (Tabelle 2‐11) aufgelistet. 
Alle Internetadressen beziehen sich auf den Stand vom September 2008. 
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Tabelle 2‐11: Verwendete Internetdatenbanken und Onlineprogramme 
Bezeichnung  Internetadresse  Verwendungszweck 
Oligonucleotide Properties 
Calculator 
http://www.basic.northwestern.edu/bioto
ols/oligocalc.htm 
Primeranalyse 
Expert Protein Analysis Sys‐
tem (ExPASy) 
http://us.expasy.org/ 
Analyse von Sequenz‐
daten und Homologien 
National Center for Biotech‐
nology Information (NCBI) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Analyse von Sequenz‐
daten und Homologien 
The Arabidopsis Information 
Resource (TAIR) 
http://www.arabidopsis.org/ 
Informationen und 
Datenbanksammlung 
zu A. thaliana 
Genevestigator  http://www.genevestigator.ethz.ch/ 
Datenbanken und 
Analysen zu Microar‐
raydaten (A. thaliana) 
AraPerox  http://www.araperox.uni‐goettingen.de/ 
Bestimmung von Loka‐
lisationswahrschein‐
lichkeiten (A. thaliana) 
Mitoprot  http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html  Proteinlokalisation 
Predotar  http://urgi.infobiogen.fr/predotar/  Proteinlokalisation 
PSORT  http://psort.ims.u‐tokyo.ac.jp/form.html  Proteinlokalisation 
PTS1 Predictor 
http://mendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/pt
s1/pts1predictor.jsp 
Proteinlokalisation 
Target P  http://www.cbs.dtu.dk/services/targetp  Proteinlokalisation 
Enzyme Database BRENDA  http://www.brenda.uni‐koeln.de/ 
Informationen zu En‐
zymen 
KEGG  http://www.genome.jp/kegg/ 
Informationen zu 
Stoffwechselwegen 
SoftBerry  http://www.softberry.com/berry.phtml?  Proteinlokalisation 
SUBA2 
http://www.ce4csb.org/applications/suba
2/index.shtml  
Proteinlokalisations‐
Datenbank 
PLProt  http://www.plprot.ethz.ch/ 
Proteinlokalisations‐
Datenbank 
NCBI Entrez PubMed  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  Literaturrecherche 
HighWirePress  http://highwire.stanford.edu/  Literaturrecherche 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Isolierung von Nukleinsäuren 
2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana 
Zur Isolierung von genomischer DNA wurden ca. 50 mg Blattmaterial in flüssigem Stick‐
stoff  fein  gemörsert.  Die  aufgebrochenen  Zellen  wurden  in  500  µl  DNA‐
Extraktionspuffer (Tabelle 2‐12) aufgenommen und das Ganze durch Vortexen homo‐
genisiert. Durch Zugabe von 75 µl Chloroform, Schütteln für 10 Minuten und anschlie‐
ßender Zentrifugation (10 min, 16000xg) kommt es zur Phasentrennung. Dabei bleiben 
die Nukleinsäuren  in  der wässrigen  Phase  gelöst, während  sich  Proteine  und  Lipide 
bevorzugt  in der organischen Phase  lösen oder ausfallen. 75 µl der wässrigen Phase 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Volumen Isopropanol versetzt. 
Die Fällung der Nukleinsäuren wurde durch 20‐minütige Zentrifugation (16000xg, 4°C) 
erzielt. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit einem adäquaten Volumen 
70 %  (v/v) Ethanol gewaschen  (10 min, 16000xg, 4°C). Nach der möglichst  restlosen 
Entfernung des Überstandes wurde das Pellet getrocknet und in einem adäquaten Vo‐
lumen H2O aufgenommen.  
 
Tabelle 2‐12: DNA‐Extraktionspuffer 
DNA‐Extraktionspuffer 
Tris‐HCl pH 8  200 mM 
NaCl  240 mM 
EDTA pH 8  25 mM 
SDS  1% (v/v) 
 
 
2.2.1.2 Isolierung von Plasmid‐DNA 
Zur  Isolierung  von  Plasmid‐DNA wurde  das  in  Tabelle  2‐4  angegebene  Reaktionskit 
NucleoSpin®  Plasmid  (Macherey‐Nagel,  Düren)  nach  Herstellerangaben  (Sep.  2007; 
Rev.  04)  benutzt.  Das  Grundprinzip  ist  eine  SDS‐alkalische‐Lyse  zum  Aufschluss  der 
Zellen. 
 
 
2.2.1.3 Isolierung von Gesamt‐RNA aus Arabidopsis thaliana 
Die  Isolierung  von  Gesamt‐RNA  aus  Pflanzenmaterial  ist  vergleichbar  der  Isolierung 
von  genomischer  DNA. Wichtigster  Unterschied  ist  der  Einsatz  von  TRIZOL  (Tabelle 
2‐13) anstelle des Extraktionspuffers. Durch den Einsatz von TRIZOL wird der pH‐Wert 
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leicht in den sauren Bereich verschoben. Dadurch befindet sich die DNA nach Phasen‐
trennung in der Interphase, während die RNA weiterhin in der wässrigen Phase gelöst 
bleibt. Zudem enthält TRIZOL Thiocyanate, die RNasen inhibieren und somit den Abbau 
von RNA verhindern. 
Zur  Isolierung wurde  50‐100 mg  Blattmaterial  in  flüssigem  Stickstoff  fein  gemörsert 
und das entstehende Pulver in 1 ml TRIZOL aufgenommen. Nach 15 minütigem Schüt‐
teln wurden 100 µl Bromchlorpropan  zugegeben und  für weitere 5 min geschüttelt. 
Zur Phasentrennung wurde 10 min bei 16000xg und 4°C zentrifugiert. Die obere, wäss‐
rige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 1 Volumen 
eiskaltem  Isopropanol wurden die Ribonukleinsäuren gefällt und anschließend durch 
Zentrifugation pelletiert (10 min, 16000xg, 4°C). Der Überstand wurde restlos entfernt 
und das Pellet mit einem adäquatem Volumen eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen 
(5 min, 16000xg, 4°C). Dann wurde der Überstand wieder entfernt und das Pellet kurz 
luftgetrocknet. Abschließend wurde das Pellet  in einem angemessenem Volumen H20 
gelöst. 
 
Tabelle 2‐13: TRIZOL zur Isolierung von RNA 
TRIZOL 
Guanidiniumthiocyanat  0,8 M 
Ammoniumthiocyanat  0,4 M 
Natriumacetat pH 5  0,1 M 
Glycerol  5% (w/v) 
Phenol (H2O‐gesättigt)  38% (v/v) 
 
 
2.2.1.4 Kombinierte Isolierung von DNA und RNA aus Arabidopsis thaliana 
Zur Isolierung von DNA und RNA   wurden ca. 100 mg Blattmaterial  in flüssigem Stick‐
stoff  fein  gemörsert.  Die  aufgebrochenen  Zellen  wurden  in  500  µl  DNA/RNA‐
Extraktionspuffer  (Tabelle  2‐14)  aufgenommen  und  durch  Vortexen  homogenisiert. 
Anschließend wurden 500 µl wassergesättigtes Phenol hinzugegeben und erneut durch 
Vortexen homogenisiert. Durch Schütteln für 15 Minuten und anschließende Zentrifu‐
gation (10 min, 16000xg) kommt es zur Phasentrennung. 450 µl des Überstandes wur‐
den in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1/10 Volumen Na‐Acetat (3 M, pH 
5,2) und 2 Volumen 96%igem Ethanol gemischt. Die Fällung der DNA und RNA erfolgte 
durch 20‐minütige Zentrifugation (16000xg, 4°C). Der Überstand wurde verworfen und 
das  Pellet mit  einem  adäquaten  Volumen  70  %  (v/v)  Ethanol  gewaschen  (10 min, 
16000xg, 4°C). Nach der möglichst  restlosen Entfernung des Überstandes wurde das 
Pellet  getrocknet. Anschließend wurde das Pellet  in einem  adäquaten Volumen H2O 
aufgenommen. 
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Tabelle 2‐14: DNA/RNA‐Extraktionspuffer 
DNA/RNA‐Extraktionspuffer 
Tris‐HCl pH 7,6  0,05 M 
SDS  0,5% (v/v) 
 
 
2.2.2 Aufreinigung von Nukleinsäuren 
2.2.2.1 Aufreinigung von PCR‐Produkten 
Zur Aufreinigung von PCR‐Produkten vor dem Einsatz in der Klonierung oder zwischen 
zwei Restriktionsenzymspaltungen wurden die in  Tabelle 2‐4 aufgeführten Reaktions‐
kits  Invisorb®  Spin PCRapid Kit und  Invisorb®  Spin PCRapace Kit  (Invitek, Berlin) nach 
Herstellerangaben (Ver. 05/07) benutzt.  
 
 
2.2.2.2 Aufreinigung aus Agarosegelen 
Zur Aufreinigung von Nukleinsäuren aus Agarosegelen vor dem Einsatz in die Ligations‐
reaktion wurde das in Tabelle 2‐4 erwähnte Reaktionskit Invisorb® Spin DNA Extraction 
Kit (Invitek, Berlin) nach Herstellerangaben (Ver 06.04) benutzt. 
 
 
2.2.3 Agarose‐Gelelektrophorese 
Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der Fähigkeit von Nukleinsäuren, sich in 
einem elektrischen Feld  zu bewegen. Dabei wandern die negativ‐geladenen Nuklein‐
säuren zur Kathode. Die Geschwindigkeit der Bewegung wird durch die Größe der Mo‐
leküle,  die  Konformation,  die  Porengröße  der Matrix,  die  Spannungsstärke  und  die 
Ionenstärke des verwendeten Puffers bestimmt. 
Die  Agarose‐Gelelektrophorese wurde  zur  Auftrennung  von Nukleinsäuren wie DNA 
und RNA  genutzt.  Sie diente der Kontrolle der DNA‐ und RNA‐Isolierung  (2.2.1), der 
Kontrolle der PCR (2.2.4), der Kontrolle von Restriktionsenzymspaltung (2.2.7) und der 
Auftrennung verschiedener Fragmente aus einem DNA‐Gemisch. Dem Verwendungs‐
zweck angepasst wurden Gele in Prozentigkeiten von 0,5 bis 2 verwendet. Diesen wur‐
den 0,2 % (v/v) Ethidiumbromid (1%ige Lösung) zugesetzt. Ethidiumbromid interkaliert 
in  die  Doppelstränge  der  Nukleinsäuren  und macht  diese  bei  UV‐Bestrahlung  über 
Fluoreszenzstrahlung sichtbar. Die vollständig polymerisierten Gele wurden in entspre‐
chende Laufkammern gelegt und mit 1x TAE‐Puffer (Tabelle 2‐15) vollständig bedeckt. 
Die Proben wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit Ladepuffer versehen. Zur Abschät‐
zung  von Größe und Konzentration der  aufgetrennten  Fragmente wurden  zusätzlich 
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Marker (Tabelle 2‐3) aufgetragen. Je nach Größe des Gels erfolgte die Elektrophorese 
bei einer Spannung von 120‐180 V für 25‐45 min. 
 
Tabelle 2‐15: TAE‐Puffer 
1x TAE‐Puffer 
Tris‐Acetat  40 mM 
EDTA  1 mM 
 
 
2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)  ist eine Methode zur 
Amplifikation spezifischer DNA‐Fragmente. Diese geschieht auf Grund der Hybridisie‐
rung spezifischer Oligonukleotidprimer mit den  flankierenden Enden der Zielsequenz. 
Wegen  dieser  Bindung  und  der  Bildung  doppelsträngiger  Bereiche  mit  freien  3´‐
Hydroxyl‐Enden  kann  eine  DNA‐Polymerase  die  entsprechenden  Gegenstränge  bei 
Vorhandensein  von  2´‐desoxy‐Nukleotid‐5´‐Triphosphaten  (dNTPs)  in  einem  entspre‐
chendem Puffer synthetisieren (Tabelle 2‐16). 
In einem Thermocycler wird das Reaktionsgemisch abwechselnd erhitzt und abgekühlt. 
So werden in einem Denaturierungsschritt zunächst die Doppelstränge der Ursprungs‐
DNA voneinander getrennt, bevor  sich die  im Überschuss vorhandenen Oligonukleo‐
tidprimer dann in einem zweiten Schritt anlagern können. Danach wird die Temperatur 
auf  das  Temperaturoptimum  der  Taq‐Polymerase  erhöht  und  somit  die  Elongation 
eingeleitet. Am Ende erhält man so wieder doppelsträngige DNA‐Fragmente. Ein sol‐
cher Zyklus wird mehrmals durchlaufen, um eine ausreichende Menge der gewünsch‐
ten DNA‐Fragmente zu erhalten (Tabelle 2‐17). 
 
Tabelle 2‐16: Zusammensetzung eines Standard‐PCR‐Ansatzes 
Komponente  Endkonzentration 
PCR‐Puffer  1x 
dNTP‐Mix  200 µM 
Primer 1  0,2 µM 
Primer 2  0,2 µM 
DNA‐Polymerase  0,02 U/µl 
Matrize  0,2 pg – 2 ng/µl 
H2O  ad 25 µl 
 
 
 
 
Material und Methoden    32 
Tabelle 2‐17: Standard PCR‐Programm 
95°C  5 min 
95°C  30 s 
35X 50 – 70°C  30 s 
72°C  30 s – 3 min 
72°C  5 min 
4°C  ∞ 
 
 
2.2.4.1 Multiplex‐PCR 
Bei der Multiplex‐PCR handelt es sich um eine Abwandlung der PCR. Hierbei wird nicht 
ein einzelnes doppelstängiges PCR‐Fragment, sondern mehrere in einer Reaktion amp‐
lifiziert.  Dies wird  dadurch  erzielt,  dass  nicht  nur  eine  Primerkombination,  sondern 
mehrere Primerkombinationen  in einer Reaktion  verwendet werden. Die Konzentra‐
tionen der einzelnen Primer müssen dafür titriert werden. 
 
 
2.2.4.2 Real‐Time‐PCR 
Die  Real‐time  quantitative  PCR  ist  eine Weiterentwicklung  der  klassischen  PCR,  die 
nicht nur die Amplifikation spezifischer DNA‐Fragmente, sondern gleichzeitig auch eine 
Quantifizierung der Produkte nach  jedem Zyklus erlaubt. Dabei wird der Fluoreszenz‐
farbstoff  Sybr®Green  I  genutzt, der nach der  Interkalierung  in doppelsträngige DNA‐
Fragmente  und  Blaulicht‐Bestrahlung  eine  spezifische  Fluoreszenzstrahlung  abgibt. 
Diese Fluoreszenz wird durch eine entsprechende PCR‐Maschine detektiert und durch 
die dazugehörige  Software dargestellt.  In den  frühen PCR‐Zyklen  findet eine weitge‐
hend exponentielle Vermehrung der DNA‐Fragmente statt, während mit zunehmender 
Zyklenzahl auch inhibitorische Einflüsse zunehmen. Dadurch geht die Reaktion in einen 
linearen Bereich über.  
Für die Berechnungen wird daher der so genannte cT‐Wert benutzt. Er beschreibt die 
Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom Hintergrund abhebt. 
Der cT‐Wert steht in umgekehrt proportionalem Verhältnis zur Menge an eingesetzter 
Matrize. Durch den Vergleich mit den cT‐Werten bekannter Matrizenkonzentrationen 
(Standardreihe)  kann  so  auch  die  Ausgangskonzentration  der  untersuchten Matrize 
berechnet werden. Eine Quantifizierung der PCR‐Produkte ist somit möglich. 
Die Reaktion wurde  gemäß den Herstellerangaben mit dem Platinum® SYBR® Green 
qPCR  SuperMix‐UDG with  Rox  (Invitrogen,  Carlsbad, USA)  durchgeführt. Das  Reakti‐
onsvolumen betrug allerdings nur 20 µl pro Reaktion. 
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2.2.5 cDNA (complementary‐DNA) – Synthese 
Bei der cDNA‐Synthese wird eine RNA‐Matrize durch ein spezifisches Enzym (Reverse 
Transkiptase) in einen zu ihr komplementären DNA‐Strang umgeschrieben.  
Um  DNA‐freie  RNA‐Proben  zu  erhalten,  wurden  zunächst  mögliche  DNA‐
Kontaminationen  in den RNA‐Proben (2.2.1.3, 2.2.1.4) durch einen DNase‐Verdau ab‐
gebaut. Dazu wurde ein Reaktionsansatz gemäß Tabelle 2‐18 hergestellt, für 30 min bei 
37°C inkubiert und dann das Enzym für 15 min bei 70°C inaktiviert.  
Die  so vorbereiteten Proben wurden dann mit 50 pmol eines Random Nonamer Pri‐
mers (Tabelle 2‐7) gemischt, zur Anlagerung des Primers 5 min bei 70°C inkubiert und 
dann direkt auf Eis gestellt. Für die reverse Transkription wurden neben den Ansätzen 
mit der Reversen  Transkriptase  auch Kontrollansätze ohne  Enzym  angesetzt, um et‐
waige Kontaminationen mit DNA zu detektieren.  
Zu  den  7  µl  des  jeweiligen Ansatzes  (Tabelle  2‐19) wurden  13  µl  der  vorbereiteten 
RNA‐Probe gegeben. Die Mischung wurde nochmals für 30 min bei 37°C inkubiert und 
das Enzym für 10 min bei 70°C inaktiviert. 
 
Tabelle 2‐18: DNase‐Verdau 
Komponente  Endkonzentration 
DNaseI  1 U 
DNaseI‐Puffer  1x 
RNA  1‐5 µg 
H2O  ad 20 µl 
 
Tabelle 2‐19: Reverse Transkription 
Komponente  Endkonzentration 
dNTP‐Mix  20 nmol 
MMLV‐Puffer  1x 
MMLV‐RT  200 U 
H2O  ad 7 µl 
 
 
2.2.6 Sequenzierung 
Die Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruch‐Methode  (Sanger et al., 1977) 
am  Fraunhofer  Institut  für  Molekularbiologie  und  angewandte  Ökologie  (IME)  in      
Aachen durchgeführt.  
Zur Vorbereitung wurden ca. 100 ng Plasmid mit 20 pmol des gewünschten Primers in 
30 μl H2O dest. gemischt. 
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2.2.7 Restriktionsenzymspaltung 
Zur  Vorbereitung  von  Klonierungsreaktionen  oder  zum  Identifizieren  bestimmter 
Plasmide ist eine Spaltung mit Restriktionsenzymen sinnvoll. Die verwendeten Enzyme 
gehören  zu  den  Typ  II‐Restriktionsenzymen,  die  doppelsträngige DNA  an  bekannten 
Stellen, meist direkt in oder in der Nähe der Erkennungssequenz schneiden. 
Standardmäßig wurde 1 Unit des Enzyms mit 1 µg DNA und dem entsprechenden Puf‐
fer (1x) gemischt und für mindestens 45 min bei 37°C inkubiert. Eine Inaktivierung fand 
durch Erhitzen auf die vom Hersteller angegebene spezifische  Inaktivierungstempera‐
tur statt.  
 
 
2.2.8 Ligation 
Für die Ligation zweier DNA‐Fragmente wurden diese nach folgendem Schema (Tabelle 
2‐20) gemischt und entweder für 3‐4 Stunden bei 22°C oder über Nacht bei 18°C inku‐
biert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte für 10 min bei 70°C. 
 
Tabelle 2‐20: Ligationsansatz 
Komponente  Endkonzentration 
Vektor/Insert  1:3 
T4‐Ligase  2 U 
T4‐Ligase‐Puffer  1x 
H2O  ad 20 µl 
 
 
2.2.9 Hitzeschocktransformation kompetenter E. coli Zellen 
Für die Transformation chemisch‐kompetenter E. coli‐Zellen wurden 10‐100 ng Vektor 
bzw. Ligationsansatz zu den kompetenten Zellen gegeben und für 30 min auf Eis inku‐
biert. Für den Hitzeschock wurden die Zellen 2 min bei 42°C  inkubiert, 2 min auf Eis 
abgekühlt, mit 900 µl  LB‐Medium  (Tabelle 2‐9)  versehen und dann 45 min bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden Verdünnungsreihen  auf  LB‐Platten  (Tabelle  2‐9) mit 
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. 
 
 
2.2.10 TOPO TA® Klonierung 
Die Klonierung mittels des TOPO TA Cloning® Kit  for Sequencing  (Tabelle 2‐4) wurde 
nach Herstellerangabe (Version0 10 April 2006) durchgeführt. 
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2.2.11 Gateway Klonierung 
Die  Klonierung wurde mittels  des Gateway®Technology with  Clonase™II  Kit  (Tabelle 
2‐4) nach Herstellerangabe durchgeführt. 
 
 
2.2.12 Transformation von Agrobacterium tumefaciens 
Für die Transformation wurden elektrokompetente A. tumefaciens‐Zellen auf Eis auf‐
getaut. Nach Zugabe von 0,2‐1,0 µg Plasmid wurde wiederum für mehrere Minuten auf 
Eis  inkubiert. Dann wurde der Mix  in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette über‐
führt und ein elektrischer Puls (25 µF, 2,5 kV, 200 Ω) angelegt. Nach Zugabe von 1 ml 
YEB‐Medium  (Tabelle 2‐10) wurden die Zellen  in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und für 3 Stunden bei 28°C regeneriert. Anschließend wurden Verdünnungsreihen auf 
YEBCarb, Kan, Rif‐Platten ausplattiert und für mind. 3 Tage bei 28°C inkubiert. 
 
 
2.2.13 „Floral‐Dip‐Transformation“ von Arabidopsis thaliana 
Die  A.  thaliana‐Pflanzen wurden mit  A.  tumefaciens  gemäß  der  Floral‐Dip‐Methode 
(Clough und Bent, 1998) transformiert. Dazu mussten zunächst die Agrobakterien mit 
den entsprechenden Vektoren transformiert (2.2.12) werden.  
Zur Vorbereitung der Agrobakterien wurden 5 ml YEBCarb, Kan, Rif‐Medium (Tabelle 2‐10) 
mit einer Einzelkolonie von A. tumefaciens angeimpft und mind. 2 Tage bei 28°C ange‐
zogen. Mit der 5 ml‐Kultur wurden daraufhin 200 ml des Selben Mediums angeimpft 
und wiederum  bei  28°C  für mind.  2  Tage  inkubiert.  Die  Kulturen wurden  dann  bei 
4800xg für 20 min bei 4°C pelletiert und das entstehende Pellet  in einer 5 % Sucrose‐
lösung bis zu einer OD600 von 0,8 verdünnt. Nach Zugabe von 0,04 % Silwet L‐77 konnte 
die Suspension zur Transformation eingesetzt werden. 
Die  für  die  Transformation  verwendeten  Arabidopsis  thaliana  Pflanzen wurden wie 
unter 2.1.9 beschrieben angezogen. Die primären Blütenstände wurden entfernt, um 
die Bildung mehrerer sekundärer Blütenstände zu fördern. 
Die Blütenstände der Pflanzen wurden, wie  in Abbildung 2‐5 gezeigt, kopfüber  für 3 
min  in die Suspension aus Bakterien, Sucroselösung und Silwet getaucht. Dieser Vor‐
gang  wurde  dreimal  wiederholt  und  die  Pflanzen  dann  über  Nacht  unter  einem 
Kunststoffdeckel bei ca. 18°C  inkubiert. Die auf diese Weise konstant hoch gehaltene 
Luftfeuchtigkeit erleichtert den Bakterien den Befall der Pflanzen. Vom folgenden Tag 
an wurden die Pflanzen wieder unter Langtagbedingungen bis  zur Samenreife gehal‐
ten.  
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Abbildung 2‐5: „Floral‐Dip‐Transformation“ 
 
 
2.2.14 Isolierung von Zellkompartimenten 
Zur  Untersuchung  der  enzymatischen  Aktivitäten  in  den  unterschiedlichen  Zellfrak‐
tionen mussten diese intakt isoliert und sauber voneinander getrennt werden. 
 
 
2.2.14.1 Isolierung von Mitochondrien 
Es wurden ca. 5 g Blattmaterial möglichst junger A. thaliana‐Pflanzen (ca. 4‐5 Wochen) 
mit  Hilfe  eines  Homogenisators  in  einem  adäquaten  Volumen  Aufschlusspuffer 
(Tabelle 2‐21) aufgeschlossen. Nach Filtration durch 3 Lagen Miracloth wurde die Lö‐
sung bei 1100xg und 4°C für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen 
und bei 14000xg und 4°C für 30 min zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde vor‐
sichtig mit  einem  Pinsel  in  1 ml Mannitol‐Waschpuffer  (Tabelle  2‐21)  resuspendiert 
und auf Sucrose‐Percoll‐Gradienten (Tabelle 2‐21) geladen. Es folgte ein weiterer Zen‐
trifugationsschritt bei 40000xg und 4°C für 45 min. Nach der Zentrifugation befanden 
sich die Mitochondrien  in einer schwach sichtbaren Schicht  im unteren Teil des Gra‐
dienten  (Abbildung 2‐6).   Peroxisomen und Chloroplasten befanden sich  in einer gut 
sichtbaren grünen Schicht  im oberen Drittel des Gradienten. Die mitochondriale Zell‐
fraktion  wurde  vorsichtig  abgenommen  und mit  1  Volumen Mannitol‐Waschpuffer 
gewaschen (20 min, 16000xg, 4°C). Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet 
in 1 Volumen Extraktionspuffer  (Tabelle 2‐21) gelöst. Nach  Inkubation auf Eis  für 10 
min wurden die Organelltrümmer durch Zentrifugation  (10 min, 16000xg, 4°C) pelle‐
tiert. Der Überstand wurde  in neue Reaktionsgefäße überführt und  für die weiteren 
Versuche verwendet. 
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Abbildung 2‐6: Gradient nach Ultrazentrifugation 
Fotografische Darstellung eines 45 % Sucrose‐Percoll‐Gradienten nach Ultrazentrifugation (40000xg, 45 
min, 4°C). Der Gradient wurde beladen mit ca. 800 µl eines zuvor mehrfach zentrifugierten Pflanzenauf‐
schlusses. Es ist eine Auftrennung in eine grüne Schicht im oberen Drittel des Gradienten (enthält haupt‐
sächlich Peroxisomen und Chloroplasten) und eine weißliche Schicht im unteren Bereich (enthält haupt‐
sächlich Mitochondrien) zu erkennen. 
 
Tabelle 2‐21: Puffer und Lösungen für die Isolierung von Mitochondrien 
Aufschlußpuffer 
Hepes‐KOH pH 8  50 mM 
MgCl2  1 mM 
EDTA  1 mM 
BSA  1 g/l 
Natriumascorbat  0,2 g/l 
Mannitol  0,3 M 
Polyvinyl‐Pyrrolidon  5 g/l 
   
Mannitol‐Waschpuffer   
Hepes‐KOH  pH 8  10 mM 
Mannitol  0,3 M 
BSA  1 g/l 
   
Sucrose‐Waschpuffer   
Hepes‐KOH  pH 8  10 mM 
Sucrose  0,3 M 
BSA  1 g/l 
   
Sucrose‐Percoll‐Gradient   
Sucrose‐Waschpuffer  50 % 
Percoll  45% 
H2O  5% 
   
Extraktionspuffer   
Hepes‐NaOH pH 7,5  50 mM 
EDTA  2 mM 
MgCl2  5 mM 
Mitochondrien
Peroxisomen & Chloroplasten
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2.2.14.2 Isolierung von Chloroplasten 
Die  Isolierung von Chloroplasten ähnelt  sehr  stark der der Mitochondrien, allerdings 
sind die Puffer verschieden. 
Es wurden ca. 5 g Blattmaterial möglichst junger A. thaliana‐Pflanzen (ca. 4‐5 Wochen) 
mit  Hilfe  eines  Homogenisators  in  einem  adäquaten  Volumen  Aufschlusspuffer 
(Tabelle 2‐22) aufgeschlossen. Nach Filtration durch 3 Lagen Miracloth wurde die Lö‐
sung bei 1100xg und 4°C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
das Pellet vorsichtig mit einem Pinsel  in 1 ml SH‐Puffer  (Tabelle 2‐22)  resuspendiert. 
Anschließend wurde die Lösung auf SH‐Percoll‐Gradienten  (Tabelle 2‐22) geladen. Es 
folgte ein weiterer  Zentrifugationsschritt bei 40000xg und 4°C  für 20 min. Nach der 
Zentrifugation befanden sich die Chloroplasten  in einer gut sichtbaren grünen Schicht 
im  oberen Drittel  des Gradienten. Die  Chloroplastenfraktion wurde  vorsichtig  abge‐
nommen und mit 1 Volumen SH‐Puffer gewaschen (5 min, 6000xg, 4°C). Der Überstand 
wurde abgenommen und das Pellet  in 1 Volumen Extraktionspuffer (Tabelle 2‐22) ge‐
löst. Nach Inkubation auf Eis für 10 min wurden die Organelltrümmer durch Zentrifuga‐
tion  (10 min, 6000xg, 4°C) pelletiert. Der Überstand wurde  in neue Reaktionsgefäße 
überführt und für die weiteren Versuche verwendet. 
 
Tabelle 2‐22: Puffer und Lösungen für die Isolierung von Chloroplasten 
Triton X‐100  0,1% (v/v) 
ggf. Glycerol  30% (v/v) 
Aufschlußpuffer 
Hepes‐KOH  pH 8  50 mM 
MgCl2  1 mM 
EDTA  10 mM 
BSA  0,5 g/l 
Natriumascorbat  1 g/l 
Sorbitol  0,33 M 
Polyvinyl‐Pyrrolidon  5 g/l 
   
SH‐Puffer   
Hepes‐KOH  pH 8  50 mM 
Sorbitol  0,33 M 
   
Percoll‐SH‐Gradient   
SH‐Puffer  65% 
Percoll  35% 
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2.2.15 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung nach Bradford basiert auf den spezifischen 
Eigenschaften des Farbstoffes Coomassie brilliant blue G‐250 (Bradford, 1976). Bei der 
Bindung des Farbstoffs an Proteine verschiebt sich sein Absorptionsmaximum von 465 
nm zu 595 nm. Damit ist die Zunahme der Absorption bei 595 nm ein direktes Maß für 
die Proteinkonzentration der Lösung. 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde 1 ml Bradford‐Reagenz (Tabelle 2‐23) 
mit einem adäquaten Volumen der zu messenden Lösung gemischt und die Absorption 
bei 595 nm  gemessen.  Im Vergleich mit Werten einer BSA‐Standardreihe wurde die 
Proteinkonzentration bestimmt. 
  
Tabelle 2‐23: Bradfordreagenz 
Komponente  Endkonzentration 
Coomassie brilliant blue G‐250  100 mg/ml 
96% Ethanol  50 ml/l 
85% Phosphorsäure  100 ml/l 
 
 
2.2.16 Enzymatische Nachweise 
2.2.16.1 Bestimmung der Katalase‐ und Fumaraseaktivität in den Organellfraktionen 
Die Bestimmung der Katalase‐ und Fumaraseaktivität in den isolierten Organellfraktio‐
nen dient der Kontrolle der Reinheit der  Isolierung. Dabei  ist die Katalase ein spezifi‐
scher Marker für die Peroxisomen, während die Fumarase ein spezifischer Marker für 
die Mitochondrien  ist. Beim Fumarase‐Test wird die Umwandlung von L‐Malat zu Fu‐
marat gemessen, beim Katalase‐Test die Umwandlung von H2O2 zu H2O und O2. 
Für die Messung der Katalaseaktivität wurde ein Aliquot der Organellfraktion mit einer 
entsprechenden Menge Katalase‐Mix (Tabelle 2‐24) gemischt. Nach Zugabe des Subs‐
trates H2O2 wurde die Absorption bei 240 nm für 10 min alle 30 s gemessen. 
Extraktionspuffer   
Hepes‐NaOH pH 7,5  50 mM 
EDTA  2 mM 
MgCl2  5 mM 
Triton X‐100  0,1% (v/v) 
ggf. Glycerol  30% (v/v) 
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Auch  für die Messung der  Fumaraseaktivität wurde ein Aliquot der Organellfraktion 
mit einer entsprechenden Menge Fumarase‐Mix (Tabelle 2‐24) gemischt. Nach Zugabe 
des Subtrates L‐Malat wurde die optische Dichte (OD) bei 240 nm für 10 min alle 30 s 
gemessen. 
Zur Auswertung wurde die Veränderung der OD gegen die Zeit aufgetragen und eine 
Ausgleichsgerade  durch  den  linearen  Bereich  gelegt. Die  Steigung  der Geraden  ent‐
spricht dabei der Veränderung der OD pro 30 Sekunden. Für die Berechnung der En‐
zymaktivität  wurde  die  Veränderung  pro  Minute  berechnet  und  in  das  Lambert‐
Beer’schen Gesetz (Formel 2‐1) eingesetzt. 
 
Tabelle 2‐24: Katalase‐ und Fumarase‐Mix 
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߂ܣ 
߳mol · ܿ · ݀ · 1000
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Formel 2‐1: Gesetz nach Lambert‐Beer 
Das Gesetz nach Lambert‐Beer dient der Berechnung der Enzymaktivität. Dabei entspricht vp der Reakti‐
onsgeschwindigkeit [mol min‐1 µg‐1 Protein], ΔA der OD240‐Änderung [min
‐1], c der Proteinkonzentration 
[µg ml‐1] und d der Schichtdicke (1 cm). Der molare Extinktionskoeffizient εmol ist abhängig vom gemes‐
senen Paramater. Für den Katalase‐Test gilt εmol = 3940 l mol
‐1 cm‐1, für den Fumarase‐Test ist εmol = 2440 
l mol‐1 cm‐1. 
 
 
2.2.16.2 Glycolat‐Dehydrogenase‐Messung 
Basierend auf der Annahme, dass das Glycolat  zu Glyoxylat umgesetzt wird und an‐
schließend mit Phenylhydrazin ein Glyoxylat‐Phenylhydrazon bildet, kann so die spezi‐
fische Glycolatdehydrogenase‐Aktivität bestimmt werden (Lord, 1972). 
Zu  dem Glycolat‐Reaktionsmix  (Tabelle  2‐25),  1 ml  pro  Zeitpunkt, wurden  25‐50  µg 
Protein gegeben. Zu bestimmten Zeitpunkten,  in 1 min Abständen, durch die Zugabe 
von  jeweils 40 µl 12 M HCl die Reaktion gestoppt. Nach einer  Inkubation von 10 min 
Katalase‐Mix 
NaK‐Phosphatpuffer  50 mM 
Protein  ca. 15 µg 
H2O2  30 mM 
   
Fumarase‐Mix   
NaK‐Phosphatpuffer  50 mM 
Triton X‐100  10% (v/v) 
Protein  ca. 15 µg 
Malat  100 mM 
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wurde in die Ansätze jeweils 240 µl 0,1 M Phenylhydrazin gegeben. Nach erneuter In‐
kubation für 10 min wurde bei 324 nm die Bildung von Glyoxylat‐Phenylhydrazon ge‐
messen. Als Kontrolle wurden parallel zu diesen Ansätzen auch Ansätze der jeweiligen 
Proben mit 2 mM KCN als Inhibitor der Glycolatdehydrogenase durchgeführt. 
 
Tabelle 2‐25: Glycolat‐Reaktionsmix 
 
 
 
 
 
 
Die Berechnung der Umsetzung erfolgt basierend auf dem Lambert‐Beer’schen Gesetz 
(Formel 2‐2). 
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߂ܣ 
߳mol · ܿ · ݀ · 1000
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Formel 2‐2: Gesetz nach Lambert‐Beer 
Das Gesetz nach Lambert‐Beer dient der Berechnung der Enzymaktivität. Dabei entspricht vp der Reakti‐
onsgeschwindigkeit [mol min‐1 µg‐1 Protein], ΔA der OD240‐Änderung [min
‐1], c der Proteinkonzentration 
[µg  ml‐1]  und  d  der  Schichtdicke  (1  cm).  Der  molare  Extinktionskoeffizient  εmol  für  Glyoxylat‐
Phenylhydrazon ist 17000 l mol‐1 cm‐1. 
 
 
2.2.16.3 Enzymatische Nachweise von Zuckern 
Die  für  die  Messung  der  Zucker  benötigten  Metabolitextrakte  wurden  wie  unter 
2.2.18.2 isoliert und für die Messungen verwendet. 
 
 
2.2.16.3.1 Bestimmung des Glucose‐ und Fructose‐Gehaltes 
Die Metabolit‐Pellets wurden in 200 µl H2O gelöst. Von diesen 200 µl wurden 20 µl zu 
180 µl Glucose/Fructose‐Reaktionspuffer  (Tabelle 2‐26)  in eine ELISA‐Platte gegeben. 
Nach Durchmischung und Inkubation für 5 min bei 30°C wurde der E0‐Wert bei 340 nm 
gemessen. Anschließend wurden 2 µl einer Hexokinase‐Glucose‐6‐phosphat‐Dehydro‐
genase Enzym‐Mischung (0,7 u) hinzugegeben. Nach erneutem Mischen und Inkubati‐
on  bei  30°C  bis  zum  Erreichen  einer  konstanten OD wurde  der  E1‐Wert  gemessen. 
Dann wurden 2,5 µl Phosphogluco‐Isomerase  (1,75 u) hinzugeben. Nach erneuter  In‐
kubation wurde der E2‐Wert gemessen. Die Messung basiert auf den unter Formel 2‐3 
angegebenen Reaktionen. 
Glycolat‐Reaktionsmix 
K‐Phosphatpuffer pH 8  10 mM 
DCIP  0,025 mM 
PMS  0,025 mM 
K‐Glycolat  10 mM 
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Die Berechnung der Konzentrationen erfolgt nach der unter Formel 2‐4 angegebenen 
Berechnungsformel. 
 
Tabelle 2‐26: Glucose/Fructose‐Reaktionspuffer 
 
 
 
 
 
 
 
 
ܨݎݑܿݐ݋ݏ݁ ܩ݈ݑܿ݋ݏ݁ ൅ ܣܶܲ 
     ு௄     
ሱۛ ۛۛ ሮۛ⁄  ܩ݈ݑܿ݋ݏ݁ െ 6 െ ܲ ܨݎݑܿݐ݋ݏ݁ െ 6 െ ܲ⁄  
 
ܩ݈ݑܿ݋ݏ݁ െ 6 െ ܲ ൅ ܰܣܦܲା
   ீ଺௉ି஽ு   
ሱۛ ۛۛ ۛۛ ۛۛ ሮ  6 െ ܲ െ ܩ݈ݑܿ݋݊ܽݐ ൅ ܰܣܦܲܪ ൅  ܪା 
 
ܨݎݑܿݐ݋ݏ݁ െ 6 െ ܲ 
    ௉ீூ    
ሱۛ ۛۛ ሮ  ܩ݈ݑܿ݋ݏ݁ െ 6 െ ܲ ൅ ܰܣܦܲା  
ீ଺௉ି஽ு
ሱۛ ۛۛ ۛሮ  6 െ ܲ െ ܩ݈ݑܿ݋݊ܽݐ ൅ ܰܣܦܲܪ ൅ ܪା 
 
Formel 2‐3: Schematischer Reaktionsablauf der Glucose/Fructose‐Messung 
 
 
ܿሺ݉݋݈ ݃⁄ ሻ ൌ
∆ܧ · ௄ܸ · ாܸ
௉ܸ · ܨݓ · ߳ · ݀
 
 
‐ ΔE=E1‐E0 bzw. E2‐E1 
‐ VK: Volumen der Reaktionslösung 
‐ VE: Gesamtvolumen des Metabolitextraktes 
‐ VP: Volumen des Metabolitextraktes in der Reaktion 
‐ Fw: Frischgewicht des Pflanzenmaterials 
‐ ε: molarer Extinktionskoeffizient (NADP+/NADPH =6310 l mol‐1 cm‐1) 
‐ d: Küvetten‐Länge 
 
Formel 2‐4: Berechnung der Zuckerkonzentrationen 
 
 
2.2.16.3.2 Bestimmung des Sucrose‐Gehaltes 
Die Metabolit‐Pellets wurden  in 200 µl H2O gelöst. Von diesen 200 µl wurden 100 µl 
mit 100 µl Citrat‐NaOH Puffer  (Tabelle 2‐27) und 2 µl  Invertase  (2 u) gemischt. Nach 
einer  Inkubation  von  1  h  bei  30°C  wurden  20  µl  des  Gemisches  zu  180  µl  Gluco‐
Glucose/Fructose‐Reaktionspuffer 
Triethanolamin  150 mM 
NADP  0,25 mM 
MgCl2  5 mM 
ATP  2,5 mM 
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se/Fructose‐Reaktionspuffer (Tabelle 2‐26)  in eine ELISA‐Platte gegeben. Nach Durch‐
mischung und Inkubation für 5 min bei 30°C wurde der E0‐Wert bei 340 nm gemessen. 
Anschließend wurden  2 µl  einer Hexokinase‐Glucose‐6‐phosphat‐Dehydrogenase  En‐
zym‐Mischung (0,7 u) hinzugegeben. Nach erneutem Mischen und Inkubation bei 30°C 
bis  zum  Erreichen  einer  konstanten OD wurde der  E1‐Wert  gemessen. Die Messung 
basiert auf der unter Formel 2‐5 angegebenen Reaktionsgleichung. 
Die Berechnung der Konzentrationen erfolgt nach der unter Formel 2‐4 angegebenen 
Berechnungsformel. 
 
Tabelle 2‐27: Citrat‐NaOH Puffer 
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Formel 2‐5: Schematischer Reaktionsablauf der Sucrose‐Messung  
 
 
2.2.17 Radioaktive Markierungsversuche 
Zur Charakterisierung und Analyse der photorespiratorischen Stoffwechselwege wur‐
den  isolierte  Zellkompartimente  (2.2.14) mit  radioaktiven Metaboliten  inkubiert.  Es 
wurde  [1,2‐14C]‐Glycolat verwendet und dessen Verstoffwechselung anhand von  frei‐
werdendem 14CO2 gemessen. Alternativ zum Glycolat wurde auch [1‐
14C]‐Glycin einge‐
setzt und ebenfalls die Freisetzung von 14CO2 gemessen. 
50 – 100 µg der Mitochondrien‐ bzw. Chloroplastenproteine  (2.2.14.1, 2.2.14.2) wur‐
den mit Extraktionspuffer  (Tabelle 2‐21, Tabelle 2‐22) auf 190 µl aufgefüllt. Die Pro‐
teinlösung wurde  zusammen mit 10 µl  [1,2‐14C]‐Glycolat bzw.  [1‐14C]‐Glycin  (Spezifi‐
sche‐Aktivitäten: Glycolat 1850 MBq/mmol; Glycin 2109 MBq/mmol)  in ein an der  in‐
neren Wand eines 10 ml Reaktionsgefäßes befestigtes 0,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. 
Das 10 ml Reaktionsgefäß wurde mit 1 ml 0,5 M NaOH gefüllt. Dieses wurde fest ver‐
schlossen,  damit  kein Gas  entweichen  konnte. Das NaOH  dient  der  Absorption  des 
freiwerdenden CO2. Nach einer Inkubation von mindestens 5 h bei ständiger Durchmi‐
Citrat‐NaOH Puffer 
Citrat‐NaOH pH 4,6  50 mM 
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schung des NaOH und des  Luftraumes, wurde das NaOH  entnommen und  in  einem 
Scintillationszähler  dessen  Radioaktivität  gemessen.  Das  von  NaOH  absorbierte  ra‐
dioaktive CO2 ist ein Maß für die Verstoffwechselung der zugegebenen Substanz. 
 
 
2.2.18 Metabolitisolierungen 
Um  die Metabolite  einer  Pflanze  zu  untersuchen, müssen  diese  auf  eine möglichst 
schonende Art aus den Pflanzen  isoliert werden. Bei der  Isolierung  ist des Weiteren 
darauf zu achten, dass diese ohne größere Beeinflussungen der Proben durchgeführt 
wird.  
 
 
2.2.18.1 Standard‐Metabolitisolierung 
Es wurden  ca. 100 mg Blattmaterial geerntet und unter  flüssigem  Stickstoff  fein ge‐
mörsert. Anschließend wurden 300 µl kaltes Methanol  (‐20°C) hinzugegeben und ge‐
vortext. Nach einer  Inkubation von 15 min bei 75°C wurden 200 µl Chloroform sowie 
400 µl H2O hinzugegeben. Eine   Phasentrennung wurde durch Zentrifugation (10 min, 
16000xg)  erzielt.  200  µl  der  oberen  Phase  wurden  abgenommen  und  getrocknet 
(SpeedVac). 
 
 
2.2.18.2 Polare‐Phasen‐Metabolitisolierung 
Zur Extraktion wurden ganze Pflanzen geerntet und unter flüssigem Stickstoff fein ge‐
mörsert. 50 µg des gemörserten Materials wurden abgenommen und  in 1 ml vorge‐
kühlten  Extraktionspuffer  (Tabelle  2‐28)  gegeben.  Nach  dem  Vortexen  der  Proben 
wurden diese bei 4°C unter Schütteln 5 min  inkubiert. Anschließend wurden die Pro‐
ben 2 min bei 16000xg zentrifugiert. 500 µl wurden in ein neues Reaktionsgefäß über‐
führt und mit 200 µl H2O gemischt. Nach der Phasentrennung (2 min, 16000xg) wurden 
300 µl der polaren Phase abgenommen und getrocknet (SpeedVac). 
 
Tabelle 2‐28: Metabolit‐Extraktionspuffer 
 
 
 
 
 
 
Extraktionspuffer  Anteil 
Methanol  2,5 
Chloroform  1 
H2O  1 
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2.2.18.3 Polare‐Phasen‐Metabolitisolierung für photorespiratorische Intermediate 
Diese  Methode  unterscheidet  sich  von  der  Polare‐Phasen‐Metabolitisolierung 
(2.2.18.2) nur hinsichtlich der Extraktionslösung. 
Auch bei dieser Methode wurden ganze Pflanzen geerntet und unter  flüssigem Stick‐
stoff fein gemörsert. Es wurden 50 µg des gemörserten Materials abgenommen und in 
600 µl kaltes (‐20°C) N,N‐Dimethylformamid gegeben. Nach dem Vortexen der Proben 
wurde 400 µl H2O hinzugegeben. Die Proben wurden bei 4°C unter Schütteln 10 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben 8 min bei 16000xg zentrifugiert. Die wäss‐
rige Phase wurde  in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 600 µl Xylen dazugege‐
ben.  Nach  10  minütigem  Schütteln  bei  4°C  wurden  die  Phasen  getrennt  (3  min, 
16000xg). Die organische Phase wurde verworfen, und von der Polaren‐Phase wurden 
jeweils 2 Aliqouts (je 400 µl) getrocknet (SpeedVac). 
 
 
2.2.19 Derivatisierung der Metabolitextrakte 
Um  die  isolierten Metabolite  später  in  der Gaschromatographie mit  anschließender 
Massenspektrometrie  (GC‐MS)  zu  detektieren,  müssen  die  Metabolite  derivatisiert 
werden. 
Hierzu wurden 10 µl Methoxyamin‐Hydrochlorid‐Lösung (40 mg Methoxyhydrochlorid 
gelöst  in 1 ml Pyridin)  zu den  getrockneten Metabolitextrakten  gegeben. Nach dem 
Lösen wurden  die  Proben  90 min  bei  30°C  unter  Schütteln  inkubiert.  Anschließend 
wurden  90  µl  N‐methyl‐N‐(trimethylsilyl)‐Trifluoroacetamid  (MSTFA)  hinzugegeben 
und die Proben erneut unter Schütteln für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Deriva‐
tisierung konnten die Proben für die weitere Analytik verwendet werden. 
 
 
2.2.20 Metabolitmessungen 
Die  Metabolitmessungen  wurden  mittels  Gaschromatographie  mit  anschließender 
Massenspektrometrie  durchgeführt. Durch  die Gaschromatographie  erhält man  eine 
zeitliche Trennung der Komponenten, das Massenspektrometer detektiert und  identi‐
fiziert anschließend die Komponenten anhand ihrer spezifischen Massen. 
Die gaschromatographische Trennung basiert hauptsächlich auf der unterschiedlichen 
Masse und Polarität der zu untersuchenden Komponenten. Maßgeblich bestimmt wird 
die Trennung durch die Länge und Art der verwendeten Säule. Die Detektion im Mas‐
senspektrometer basiert auf der Ionisierbarkeit der einzelnen Substanzen.  
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Als  Ergebnis  erhält man  ein Massenspektrum,  eine Aneinanderreihung  von  „Peaks“. 
Die Fläche dieser „Peaks“ gibt Auskunft über die vorhandene Menge, und die einzel‐
nen Massen charakterisieren die gemessene Komponente.  
 
 
2.2.20.1 Glycin/Serin‐Messung 
Die Glycin/Serin‐Messung wurde im „Single‐Ion‐Monitoring‐Mode“ (SIM‐Mode) durch‐
geführt. Dabei werden nur die charakteristischen Massen der zu bestimmenden Sub‐
stanzen  gemessen. Dies  führt  zu  einer Verringerung  des Hintergrundes  und  lässt  so 
eine genauere Quantifizierung zu. Allerdings müssen die spezifischen Massen zuvor mit 
Standards dieser Substanzen im Scan‐Mode (hier werden alle Massen detektiert) iden‐
tifiziert werden. 
Anhand von derivatisierten (2.2.19) Glycin‐ und Serin‐Standards wurden diese Massen 
bestimmt  (Tabelle 2‐29). Anschließend wurden die derivatisierten Proben  (2.2.19)  im 
SIM‐Mode gemessen und das Verhältnis von Glycin zu Serin bestimmt. 
 
Tabelle 2‐29: Charakteristische Massen von Glycin und Serin 
Substanz  charakteristische Massen (m/z) 
Glycin  147; 174; 248 
Serin  116; 204; 218 
 
 
2.2.20.2 Messung eines Metabolit‐Profils 
Möchte man sich nicht nur einzelne Substanzen ansehen, sondern eine breites Spekt‐
rum, so müssen die derivatisierten (2.2.19) Proben im Scan‐Mode analysiert werden.  
Die Proben wurden isoliert (2.2.18.2) und derivatisiert (2.2.19). Die anschließende GC‐
MS‐Analyse  fand  am Max‐Planck  Institut  für Molekulare  Pflanzenphysiologie,  Abtei‐
lung 1 Prof. Wilmitzer  in Golm, wie  in Roessner et al. beschrieben, statt  (Roessner et 
al., 2001). Die Analyse der erhaltenen Profile erfolgte mittels der Computerprogramme 
„TagFinder04“ und „ProfileBuilder“. Die Zuordnung der Massenspektren zu bestimm‐
ten Substanzen erfolgte durch Abgleich mit der „Nist“‐Bibliothek für Metabolite. 
 
 
2.2.21 Messung photosynthetischer Parameter 
Alle photosynthetischen Parameter wurden mit dem Licor Li‐6400 gemessen. Die Mes‐
sungen fanden in der zu dem System gehörenden Fluorometer‐Blattkammer (LCF: „leaf 
chamber  fluorometer“)  mit  verbundenem  Infrarot‐Gasanalysator  (IRGA:  „infrared‐
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gasanalyzer“)  statt. Die  genauen  Parameter  der  spezifischen Messungen  sind  deren 
Beschreibungen zu entnehmen. 
 
 
2.2.21.1 „Post‐Illumination‐CO2‐Burst“ (PIB)‐ Messung 
Der „Post‐Illumination‐CO2‐Burst” bezeichnet die CO2‐Abgabe aus der Photorespiration 
beim Übergang der Pflanzen vom belichteten zum unbelichteten Zustand. 
Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 24°C, einer CO2‐Konzentration von 
100 ppm, einer Flussrate von 100 µmol  s‐1 und einer Photonenflussdichte  (PFD) von 
1000 µmol m‐2  s‐1 durchgeführt. Der Blauanteil des Lichtes  lag bei 10% und die Luft‐
feuchte bei ca. 60%. Nach einer Adaptationszeit der Pflanzen von ca. 20 min fand die 
Messung über einen Zeitraum von 11 min statt. Die Messung begann mit einer Belich‐
tungsphase von 3 min, auf die eine Dunkelphase von 5 min folgte. Abschließend gab es 
eine erneute Belichtungsphase von 3 min. Abbildung 2‐7 zeigt eine typische Messkurve 
einer PIB‐Messung. Die Berechnung des PIB erfolgte nach Formel 2‐6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐7: Typische PIB‐Messung 
Grafische  Darstellung  einer  typischen  Messung  des  PIB.  Aufgetragen  sind  die  CO2‐Aufnahme  bzw.             
‐Abgabe  (µmol CO2 m
‐2 s‐1) gegen die Zeit. 
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Formel 2‐6: Berechnung des PIB 
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2.2.21.2 Messung der Sauerstoffinhibierung 
Die  Sauerstoffinhibierung  stellt einen Parameter  für das CO2  zu O2 Verhältnis  in der 
Umgebung von RUBISCO dar.  
Die Messung der  Sauerstoffinhibierung wurde bei einer Temperatur  von 24°C, einer 
Flussrate von 100 µmol s‐1 und einer Photonenflussdichte (PFD) von 1000 µmol m‐2 s‐1 
durchgeführt. Der Blauanteil des Lichtes  lag bei 10% und die Luftfeuchte bei ca. 60%. 
Der Gasmischer des Gerätes wurde bei diesen Messungen nicht benutzt, da die Mes‐
sung mit fertig gekauften Gasgemischen durchgeführt wurde. Für die Messung wurden 
Gemische mit 21% und 40% Sauerstoff verwendet. Die übrigen Anteile der Gemische 
bestanden aus CO2 (400 ppm) und Stickstoff. 
Nach einer Adaptationszeit der Pflanzen von ca. 5 min  fand die Messung über einen 
Zeitraum von 90 min  statt. Das Messprotokoll  ist  in Tabelle 2‐30 dargestellt. Die Be‐
rechnung der Sauerstoffinhibierung erfolgt nach Formel 2‐7. Da die Messung von 21% 
zu 40% und umgekehrt durchgeführt wurde, werden zwei Werte für die Inhibierungen 
aus einer Messung ermittelt. Der Mittelwert dieser beiden Werte  ist die Sauerstoffin‐
hibierung. 
 
 
Tabelle 2‐30: Messprotokoll für die Sauerstoffinhibierung 
Messdauer  Datenpunktaufnahme  Gasgemisch 
30 min  alle 30 sec  21% 
30 min  alle 30 sec   40% 
30 min  alle 30 sec  21% 
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Formel 2‐7: Berechnung der Sauerstoffinhibierung 
Bei der Berechnung der Sauerstoffinhibierung ergibt  sich die Photosyntheserate  (A) aus dem  stabilen 
Mittelwert der aufgenommenen Photosyntheseraten unter den entsprechenden  Sauerstoffkonzentra‐
tionen. 
 
 
2.2.21.3 Messung der maximalen CO2‐Assimilationsrate 
Die maximalen  CO2‐Assimilationsraten  geben Aufschluss  über  die  photosynthetische 
Leistungsfähigkeit der Pflanzen.  
Die Messung der maximalen Photosyntheserate  findet unter den gleichen Bedingun‐
gen wie die Messung der Sauerstoffinhibierung (2.2.21.2) statt. Als Gasgemische wur‐
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den hierbei jedoch 21% und 2% Sauerstoff benutzt. Die Messung wurde wie in Tabelle 
2‐31 dargestellt durchgeführt. Berechnet wurde die maximale Photosyntheserate aus 
dem Mittelwert  der  aufgenommenen  Photosyntheseraten  unter  rein  photosyntheti‐
schen Bedingungen (2% Sauerstoff). 
 
Tabelle 2‐31: Messprotokoll zur Bestimmung der Maximalen CO2‐Assimilationsrate 
Messdauer  Datenpunktaufnahme  Gasgemisch 
30 min  alle 30 sec  21% 
30 min  alle 30 sec  2% 
 
 
2.2.22 Messung von Wachstums‐ und Ertragsparametern 
Zur  Charakterisierung  transgener  Pflanzen wurden  unter  anderem Wachstums‐  und 
Ertragsparameter aufgenommen. Diese Daten können direkt oder indirekt mit der Be‐
einflussung durch den photorespiratorischen Bypass korrelieren. 
 
 
2.2.22.1 Bestimmung des Rosettendurchmessers 
Zur Bestimmung des Rosettendurchmessers wurde der Radius der Rosette vom Mittel‐
punkt der Pflanze aus bestimmt. Um den Durchmesser zu erhalten, wurde der Radius 
mit zwei multipliziert. Diese Messung wurde sowohl mit dem Lineal als auch graphisch 
am Computer durchgeführt. 
 
 
2.2.22.2 Bestimmung des Sproß/Wurzel‐Verhältnisses 
Zur Bestimmung des Verhältnisses von Sproß zu Wurzel wurden Pflanzen mitsamt ihrer 
Wurzel aus der Erde  isoliert. Es wurde darauf geachtet, dass die Erde vollständig aus 
dem Wurzelgeflecht  entfernt wurde.  Anschließend wurden  die Wurzeln  vom  Sproß 
getrennt  und  beide  Teile  der  Pflanze  vollständig  getrocknet  (100°C,  16  h). Anschlie‐
ßend wurde das getrocknete Material gewogen. 
 
 
2.2.22.3 Bestimmung der Epidermis‐Zellzahl 
Zur Bestimmung der Epidermis‐Zellzahl der Blätter wurden Kollodiumabdrücke ange‐
fertigt. Hierzu wurde eine möglichst dünne Schicht Kollodium auf die Blätter aufgetra‐
gen, getrocknet und vorsichtig abgezogen. Dieser Abdruck stellt ein Negativ des Blattes 
dar und kann unter dem Mikroskop analysiert werden. Ganze Blätter wären auf Grund 
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ihrer Dicke dafür nicht geeignet. Für die Auszählung werden alle Epidermis‐Zellen  in‐
nerhalb einer bestimmten Fläche (1 cm2) gezählt. Da das Auszählen unter dem Mikros‐
kop nicht möglich war, wurden Fotos der Mikroskop‐Bilder angefertigt und die Zellen 
am Computer ausgezählt. 
 
 
2.2.22.4 Bestimmung des Samenertrages 
Zur Bestimmung des Samenertrages wurden die Pflanzen wie unter 2.1.9 beschrieben 
angezogen und die Samen möglichst vollständig geerntet und gewogen.  
 
 
2.2.23 Pflanzenanzucht unter verschiedenen CO2‐Bedingungen 
Zur  Herstellung  verschiedener  CO2‐Bedingungen  während  des  Pflanzenwachstums 
wurde  ein  eigens  dafür  umgebauter  Klimaschrank  verwendet. Der Aufbau  ist Abbil‐
dung  2‐8  zu  entnehmen.  Über  die  aufgeführten  Komponenten  konnte  die  CO2‐
Konzentration  innerhalb des  Schrankes  reguliert werden. Der  Schrank  selbst  verfügt 
über eine Steuerung der Temperatur und Beleuchtung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2‐8: Schematische Darstellung des Klimaschrankaufbaus 
1: Außenluft (400 ppm CO2); 2: reinst CO2; 3: Behälter mit Natronkalk; 4: Mischapparatur mit Rotame‐
tern; 5: Volumenmischer; 6: CO2‐Messgerät; 7: Klimaschrank 
 
 
2.2.24 Protein‐Lokalisationsanalysen 
Durch die Kopplung von Fluorophoren an Proteine hat man die Möglichkeit, die Lokali‐
sation dieser mikroskopisch zu untersuchen. Um die Fusionen zwischen den Proteinen 
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von Interesse und den Fluoreszenz‐Proteinen zu erhalten, werden die DNA‐Sequenzen 
dieser  in  Plasmiden  fusioniert. Anschließend werden  Pflanzen mit  diesen  Plasmiden 
mittels  Agrobakterien  transformiert.  Nach  der  Expression  kann  die  Lokalisation  der 
Fusionsproteine analysiert werden. 
 
 
2.2.24.1 Protoplastenisolierung 
Komplette Blätter eignen sich auf Grund ihrer Struktur nur schlecht für mikroskopische 
Analysen. Neben der Möglichkeit, sehr feine Schnitte anzufertigen, eignen sich Proto‐
plasten zur Analyse sehr gut. Diese können durch den Einsatz pektinolytischer und zel‐
lulytischer Enzyme erhalten werden.  
Zur Herstellung wurde das Blattmaterial  fein zerschnitten und mit Protoplastierungs‐
puffer  (Tabelle  2‐32)  vakuuminfiltriert.  Anschließend  fand  eine  Inkubation  von  1‐2 
Stunden bei 26‐30°C unter Licht statt. Nach dem Protoplastieren wurde die Lösung mit 
leichtem Druck durch ein 100 µm Sieb gepresst, um nicht protoplastierte Rückstände 
abzutrennen.  Die  Protoplastensuspension  wurde  mit  ½  Volumen  Linsmeier/Skoog‐
Medium (Tabelle 2‐32) verdünnt, gemischt und zentrifugiert (5 min, 500xg). Der Über‐
stand wurde  vorsichtig abgenommen und das Pellet  in  Linsmeier/Skoog‐Medium  re‐
suspendiert.  Die  Qualität  und  Quantität  der  Protoplasten wurde mikroskopisch  be‐
stimmt. 
 
Tabelle 2‐32: Puffer und Medien für die Protoplastenisolierung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SMC‐Puffer 
Sorbitol  0,5 M 
MES  5 mM 
CaCl2  10 mM 
mit NaOH/HCl auf pH 5,8   
   
Protoplastierungspuffer   
Rohament CL  3% (v/v) 
Rohament PL  2 % (v/v) 
Mazeroenzym  0,12% (w/v) 
In SMC‐Puffer   
   
Linsmeier/Skoog‐Medium 
MS‐Medium  0,36% (v/v) 
NaCl  0,27 M 
mit NaOH/HCl auf pH 5,8   
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2.2.24.2 Konfokale Laser‐Raster‐Mikroskopie 
Die konfokale Laser‐Raster‐Mikroskopie  ist eine mikroskopische Methode, die sich  im 
Vergleich  mit  der  Durchlicht‐  und  der  konventionellen  Epifluoreszenzmikroskopie 
durch eine erhöhte optische Auflösung auszeichnet.  
Bei der konventionellen Mikroskopie wird das Objektfeld als Ganzes ausgeleuchtet, bei 
der  konfokalen  Laser‐Raster‐Mikroskopie wird  durch  Einbringen  einer  Illuminations‐
lochblende  nur  ein  scheibenförmiger  Objektbereich  beleuchtet  und  das  Objektfeld 
Punkt für Punkt und Zeile für Zeile abgerastert. Dabei wird nicht das Objektiv bewegt, 
sondern ein Laserstrahl wandert über das Objekt und scannt es ab, so dass die Soft‐
ware daraus ein Bild  zusammensetzen  kann  (Abbildung 2‐10). Dies  führt  zu weniger 
Streulicht aus benachbarten Objektbereichen und erhöht so die Schärfe und den Kont‐
rast des Bildes. Zusätzlich ist es möglich, das Objekt nicht nur in der Aufsicht, sondern 
auch verschiedene Schichten innerhalb des Objektes zu betrachten. 
Die Bilder  für die Analysen wurden mit einem 63x ölimmersions PLAN‐APO Objektiv 
aufgenommen. Die Anregung erfolgte mit 488 nm und 568 nm Laserlicht. Die Emission 
des Mito Tracker GreenFM wurde bei 515‐535 nm, die des RFP‐Fluoreszenzproteins bei 
570‐610 nm und die Eigenfluoreszens des Chlorophylls bei 660‐720 nm detektiert. 
Ein vereinfachter Aufbau ist in Abbildung 2‐9 zu sehen. 
 
 
 
 
Abbildung 2‐9: Vereinfachter Aufbau eines konfokalen Laser‐Raster‐Mikroskops 
Beim konfokalen Mikroskop wird Licht, das nicht aus der Brennebene des Objektivs kommt, ausgeblen‐
det. Die einfachste Konstruktion  ist hier gezeigt: Die Kondensorlinse wird durch eine Linse ersetzt, die 
mit der Objektivlinse  identisch  ist. Die Ausleuchtung des Objekts wird durch eine  Lochblende  (A) be‐
schränkt, die auf dem Objekt scharf abgebildet wird. Eine zweite Lochblende (C) beschränkt das Sicht‐
feld  auf  einen  Punkt. Durch  den  symmetrischen  Aufbau  dieses  Systems  sind  beide  Blenden  und  ein 
Punkt des Objekts  in der Brennebene der Linsen konfokal. Der Durchmesser der Blenden wird so klein 
gewählt, dass Licht aus Bereichen des Objekts, die nicht in der Brennebene liegen, nicht in die Apertur 
der Blende C fallen und damit ausgeblendet werden (hier: grüne und blaue Strahlen). In den Photomul‐
tiplier (PMT) gelangt deshalb nur Licht aus der Brennebene des Objekts. (www. zoologie‐skript.de; For‐
schungszentrum Jülich) 
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Abbildung 2‐10: Ablauf des Abrasterns eines Objektes 
Zum Abrastern ("Scannen") des Objektes muss der Anregungsstrahl (grün) nacheinander auf viele Punk‐
te des Objekts gelenkt werden. Laserlicht eignet sich für diese Anwendung besonders gut, weil ein La‐
serstrahl monochromatisches Licht mit hoher  Intensität auf einen kleinen Punkt fokussieren kann. Um 
ein  Bild  zu  bekommen, wird  das Objekt  Punkt  für  Punkt  und  Zeile  für  Zeile  abgerastert.  Zwei  Scan‐
Spiegel sind dazu nötig: Einer für die Punkte innerhalb einer Zeile (X‐Richtung) und einer für die Zeilen 
des Bildes  (Y‐Richtung). Das Fluoreszenzlicht  (rot) wird über die Selben Spiegel zum Detektor geleitet. 
Ein Rechner steuert über zwei Stellmotoren die Position der beiden Scan‐Spiegel und rekonstruiert aus 
der gemessenen Fluoreszenzintensität jedes einzelnen Punktes ein Bild des Objekts.  
Zudem kann der Rechner über einen weiteren Stellmotor das Objekt  in Richtung des Strahlengangs (Z‐
Richtung) bewegen. Da die konfokale Optik dafür sorgt, dass nur Licht aus der Brennebene des Objektivs 
zum Detektor gelangt, können nacheinander mehrere Schichten des Objekts gescannt und abgebildet 
werden. (www. zoologie‐skript.de; Forschungszentrum Jülich) 
 
 
2.2.24.3 Dual‐Targeting 
Für die Dual‐Targeting‐Versuche wurden die unter  2.1.8 dargestellten Plasmide her‐
gestellt. Alle weiteren Analysen wurden am Institut für Pflanzenphysiologie (Abteilung 
Allgemeine  Botanik  Prof.  Klösgen)  in Halle‐Wittenberg  durchgeführt.  Für  die  in  vivo 
Lokalisationsanalysen  wurde  Erbsen‐Blattgewebe  mittels  „particle‐bombardment“ 
transformiert und nach mehrstündiger  Inkubation die Lokalisation mittels konfokaler 
Laser‐Raster‐Mikroskopie  (2.2.24.2) analysiert  (Marques et al., 2004). Für die  in vitro 
Importanalysen wurde  radioaktiv markiertes Protein mit  isolierten Organellen  (Mito‐
chondrien und Chloroplasten) aus Erbsenblättern  inkubiert und mittels Autoradiogra‐
phie ausgewertet (Molik et al., 2001). 
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2.2.25 Microarrays 
Die  RNA‐Proben  für  die Microarrays wurden mit  einem  RNA‐Extraktionskit  (Tabelle 
2‐4) isoliert. Anschließend wurde die Konzentration der Proben gemessen (Nanodrop, 
Tabelle 2‐1) und die Qualität (Bioanalyzer, Tabelle 2‐1) bestimmt. Alle weiteren Schrit‐
te wurden in der „VIB Micro Array Facility“ in Leuven (Belgien) durchgeführt. Es wurde 
der ATH1‐Chip von Affymetrix verwendet. 
 
 
2.2.26 Statistische Methoden 
2.2.26.1 Arithmetischer Mittelwert 
Der Mittelwert  ist der Wert, bei dem die Summe der negativen Abweichung der ein‐
zelnen  Werte  vom  Mittelwert  gleich  ist  der  Summe  der  positiven  Abweichungen 
(Formel 2‐8). 
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Formel 2‐8: Arithmetischer Mittelwert 
xarithm = arithmetischer Mittelwert, n = Anzahl der Messwerte, x = Messwert 
 
 
2.2.26.2 Standardabweichung 
Die Standardabweichung ist eine Maßzahl der Streuung. Sie gibt die Streuung der Ein‐
zelwerte  in den  verschiedenen Gruppen wieder,  so dass  sie  sich  zu deren Vergleich 
eignet. Die hier berechnete Standardabweichung gibt eine erwartungsgetreue Schät‐
zung der Standardabweichung der Grundgesamtheit anhand einer Stichprobe wieder 
(Formel 2‐9). 
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Formel 2‐9: Standardabweichung 
σx = Standardabweichung, n = Anzahl der Messwerte, x = Mittelwert 
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2.2.26.3 Standardfehler 
Der  Standardfehler  gibt  die  statistische Unsicherheit  der Mittelwerte wieder. Damit 
eignet er sich, um Mittelwerte miteinander zu vergleichen (Formel 2‐10). 
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Formel 2‐10: Standardfehler 
S = Standardfehler, σx = Standardabweichung, n = Anzahl der Messwerte 
 
 
2.2.26.4 Student t‐Test 
Mit dem  t‐Test  als  Zweistichprobentest  kann überprüft werden, ob der Unterschied 
zweier  Stichproben  statistisch  signifikant  ist. Der  Test  berücksichtigt  die Varianz  der 
Stichproben. Formel 2‐11 zeigt die Berechnung des t‐Wertes. 
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Formel 2‐11: Berechnung des t‐Wertes 
x1 = Mittelwert 1, n1 = Anzahl der Messwerte 1, σ1 = Standardabweichung von x1, x2 = Mittelwert 2, n2 = Anzahl der 
Messwerte 2, σ2 = Standardabweichung von x2 
 
Die Freiheitsgrade (FHG) berechnen sich nach FHG = n1 + n2 – 2. Mit Hilfe dieser Anga‐
ben kann der kritische t‐Wert aus der Tabelle „Signifikanzschranken der Studentvertei‐
lung“ entnommen werden. Ab diesem wird die Nullhypothese, die annimmt, dass die 
gefundenen Unterschiede zufällig sind, abgelehnt. Nach der Berechnung des t‐Wertes 
kann die entsprechende Wahrscheinlichkeit p der Tabelle der Standardverteilung ent‐
nommen werden. Bei p < α wird die Alternativhypothese angenommen. 
Alle Signifikanzen wurden mit Microsoft Excel™ berechnet. Es wurde immer zweiseitig 
und homoskedatisch getestet. 
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3 Ergebnisse 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu dienen, den Einfluss der mitochondrialen Gly‐
colatoxidation  im Mitochondrium genauer einordnen zu können. Dazu soll die Funkti‐
on der Glycolatdehydrogenase aus Arabidopsis thaliana näher untersucht und die Be‐
teiligung des mitochondrialen Glycolatstoffwechsels an der Photorespiration analysiert 
werden.  
Des Weiteren soll der unter 1.4 beschriebene gentechnologische Ansatz zur Umgehung 
des  „normalen“  photorespiratorischen Weges  hinsichtlich  seiner  Auswirkungen  auf 
Photosynthese und Photorespiration, sowie auf das veränderte Wachstum der Pflan‐
zen untersucht werden.  
 
 
3.1 Einfluss mitochondrialer Glycolatoxidation auf die Photorespiration 
Wie  unter  1.3  beschrieben,  konnte  eine  mitochondriale  Glycolatdehydrogenase  in 
Arabidopsis thaliana identifiziert werden (Bari et al., 2004). Die Funktion dieses Enzyms 
soll näher untersucht und der Einfluss auf die Photorespiration bestimmt werden. 
 
 
3.1.1 Expression und spezifische Aktivität von AtGDH 
Die mitochondriale Glycolatdehydrogenase  von  Arabidopsis  (AtGDH) wird  sowohl  in 
Blättern,  Blüten,  Stängeln  als  auch  in  den  Wurzeln  exprimiert.  Die  stärkste  RNA‐
Akkumulation ist allerdings in belichteten grünen Blättern zu finden (Bari et al., 2004). 
Um  herauszufinden,  ob  das Gen, welches  für AtGDH  kodiert,  durch  photorespirato‐
rische Bedingungen induziert wird, wurden Arabidopsis Pflanzen von „ambienten“ Be‐
dingungen (400 ppm CO2) für 28 h in photorespiratorische Bedingungen (100 ppm CO2) 
transferiert.  In Abbildung 3‐1  sind die Ergebnisse der Transkriptions‐Messungen dar‐
gestellt. 
Wie in Abbildung 3‐1 (A) zu sehen ist, steigt die mRNA‐Akkumulation unter photorespi‐
ratorischen Bedingungen um den  Faktor 2,5. Gemessen wurde diese mittels quanti‐
tativer  Real‐Time‐PCR  (2.2.5,  2.2.4.2).  Im  Folgenden wurde  untersucht,  ob  sich  die 
transkriptionelle Steigerung auf Proteinebene wiederfinden lässt. Um die GDH‐Enzym‐
Aktivität zu messen, wurden Mitochondrien isoliert (2.2.14.1) und deren Reinheit mit‐
tels  Katalase‐Aktivitätstests  (2.2.16.1)  bestimmt.  Die  verwendeten  Mitochondrien 
waren  frei  von  peroxisomalen  Kontaminationen  (Katalaseaktivität:  Rohextrakt  = 
310±31  µmol  µg‐1 min‐1, mitochondriale  Fraktion  =  4±3  µmol  µg‐1 min‐1).  Die GDH‐
Aktivität wurde wie unter 2.2.16.2 beschrieben gemessen. Wie die Transkription zeigt 
auch die Enzymaktivität eine Erhöhung um den Faktor 2,5 unter photorespiratorischen 
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Bedingungen  (Abbildung 3‐1  (B)). Um die Spezifität der Enzymmessung zu kontrollie‐
ren, wurden KCN‐Kontrollansätze durchgeführt (2.2.16.2). Kaliumcyanid (KCN) inhibiert 
Glycolatdehydrogenasen, jedoch nicht Glycolatoxidasen. Die Aktivität konnte in diesen 
Ansätzen  vollständig  inhibiert werden  (Daten  nicht  gezeigt). Dies  bestätigt,  dass  die 
gemessene  enzymatische  Aktivität  auf  AtGDH  zurückzuführen  ist. Die Daten  zeigen, 
dass  sowohl die Transkription, als auch die enzymatische Aktivität unter photorespi‐
ratorischen Bedingungen erhöht ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐1: AtGDH‐mRNA Akkumulation und GDH‐Aktivität in Arabidopsis Wildtypen 
Dargestellt sind die RNA‐Akkumulation und die GDH‐Aktivität in Wildtyp‐Pflanzen unter photorespirato‐
rischen Bedingungen. Die Pflanzen wurden unter „ambienten“ Bedingungen (400 ppm CO2) angezogen 
und anschließend für 28 h in photorespiratorische Bedingungen (100 ppm CO2) überführt. Jeder Daten‐
punkt der RNA‐Messung basiert auf drei unabhängigen Experimenten, bei der Aktivitätsmessung auf vier 
unabhängigen Messungen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. *, P<0,05 
(A) AtGDH mRNA‐Akkumulation standardisiert auf das Actin2‐Transkript. Die unter „ambienten“ Bedin‐
gungen gemessenen Werte wurden als eins definiert. (B) GDH‐Aktivität aus isolierten Mitochondrien.  
 
 
3.1.2 Charakterisierung von AtGDH T‐DNA‐Insertions‐Mutanten 
Ein gutes Hilfsmittel zur Untersuchung von Genen und ihrer Bedeutung stellen T‐DNA‐
Insertionslinien dar, bei denen  spezifische Gene durch  Insertionen  zerstört  sind. Aus 
diesem Grund wurden zwei unabhängige T‐DNA‐Insertionslinien für AtGDH  in der Da‐
tenbank des NASC  (Nottigham Arabidopsis Stock Centre)  identifiziert und bestellt. Es 
handelt  sich dabei um die  Linien N501490  (im weiteren Verlauf als N50 bezeichnet) 
und N526859 (im weiteren Verlauf als N52 bezeichnet). Die Linie N50 trägt die T‐DNA‐
Insertion  im  zweitletzten  Exon des  kodierenden Bereiches, die  Linie N52  im  fünften 
Intron. Von beiden Linien wurden homozygote Pflanzen generiert, die für die weiteren 
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Versuche verwendet wurden. In Abbildung 3‐2 sind die Ergebnisse der Transkriptions‐ 
und enzymatischen Aktivitätsmessungen dargestellt. Vor den Messungen wurden Ara‐
bidopsis Pflanzen von „ambienten“ Bedingungen (400 ppm CO2) für 28 h in photorespi‐
ratorische Bedingungen (100 ppm CO2) transferiert. In beiden Mutanten‐Linien ist eine 
klare Reduktion der RNA‐Mengen zu erkennen (Abbildung 3‐2 (A)). Die Werte für die 
Mutanten liegen an der Messgrenze der quantitativen Real‐Time‐PCR (2.2.4.2). Zusätz‐
lich  zu den Expressionsdaten wurde die enzymatische Aktivität der Glycolatdehydro‐
genase gemessen (2.2.16.2). Auch hinsichtlich der Aktivität (Abbildung 3‐2 (B)) konnte 
eine Reduktion  in den mitochondrialen  Extrakten  gemessen werden. Die Reinheiten 
der mitochondrialen Extrakte  lagen bei mindestens 95% (Daten nicht gezeigt). Die Er‐
gebnisse  der  Expressionsmessung  und  der  enzymatischen  Aktivität  zeigen,  dass  das 
AtGDH‐Gen in den Mutanten zerstört ist. Des Weiteren zeigt die Messung der Enzym‐
aktivität, dass der Test spezifisch für AtGDH ist und nicht durch etwaige peroxisomale 
Kontaminationen beeinflusst wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐2: AtGDH‐mRNA Akkumulation und GDH‐Aktivität in AtGDH‐Mutanten 
Dargestellt sind die RNA‐Akkumulation und die GDH‐Aktivität in den T‐DNA‐Insertionslinien im Vergleich 
zum Wildtyp unter photorespiratorischen Bedingungen. Die Pflanzen wurden unter „ambienten“ Bedin‐
gungen (400 ppm CO2) angezogen und anschließend für 28 h in photorespiratorische Bedingungen (100 
ppm CO2) überführt.  Jeder Datenpunkt basiert  auf mindestens drei unabhängigen  Experimenten. Die 
Fehlerbalken  geben  den  Standardfehler  an. WT, Wildtyp; N50, NASC‐Mutante N501490; N52, NASC‐
Mutante N526859; **, P<0,01 
(A) AtGDH mRNA‐Akkumulation  im Wildtyp  und  den  beiden AtGDH‐Mutanten  standardisiert  auf  das 
Actin2‐Transkript. Der WT‐Wert wurde gleich eins gesetzt.  (B) GDH‐Aktivität aus  isolierten Mitochond‐
rien von Wildtypen und AtGDH‐Mutanten. 
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3.1.3 Radioaktive Markierung isolierter Mitochondrien 
Um  zu überprüfen, ob die mitochondriale Glycolatoxidation mit der photorespirato‐
rischen CO2‐Freisetzung  (1.3)  in einem Zusammenhang  steht, wurden  isolierte Mito‐
chondrien mit  radioaktivem Glycolat  (14C‐Glycolat)  bzw. Glycin  (14C‐Glycin)  inkubiert 
und anschließend die Freisetzung von  radioaktiv markiertem CO2 gemessen  (2.2.17). 
Alle Experimente wurden mit Pflanzen durchgeführt, die unter „ambienten“ Bedingun‐
gen (400 ppm CO2) angezogen wurden. 
 
 
3.1.3.1 Markierung mit 14C‐Glycolat 
In Abbildung 3‐3 sind der Ergebnisse der radioaktiven Markierung mit Glycolat darge‐
stellt. Zu Proteinextrakten isolierter Mitochondrien (2.2.14.1), die eine Mindestreinheit 
von 95% aufwiesen (Daten nicht gezeigt), wurde 0,1 mM 14C‐Glycolat gegeben und das 
freiwerdende CO2  in NaOH absorbiert. Anschließend wurde die Radioaktivität  in der 
NaOH  gemessen.  Vergleicht man  die Werte  der  beiden  AtGDH‐Mutanten mit  dem 
Wildtyp, so  ist eine eindeutige Abnahme der Freisetzung von radioaktivem Kohlendi‐
oxid  festzustellen. Die  beiden Mutanten  unterscheiden  sich  kaum  voneinander. Die 
Daten zeigen, dass ohne AtGDH weniger CO2 aus mit Glycolat  inkubierten Mitochon‐
drien freigesetzt wird.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐3: CO2‐Freisetzung aus Mitochondrien‐Extrakten nach Inkubation mit 
14C‐Glycolat 
Dargestellt sind die Werte des freiwerdenden CO2 von isolierten Mitochondrien‐Extrakten. 
14C‐Glycolat 
wurde  zu  Proteinextrakten  isolierter Mitochondrien  gegeben  und  freiwerdendes  CO2  wurde mittels 
NaOH gebunden. Es wurde 0,1 mM Glycolat, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu 
dem Extrakt gegeben.  Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. cpm, counts pro Minute pro µg Proteinextrakt; WT, Wildtyp; 
N50, NASC‐Mutante N501490; N52, NASC‐Mutante N526859; *, P<0,05 
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3.1.3.2 Markierung mit 14C‐ Glycin und Inhibierung mit nichtradioaktivem Glycin 
Als Kontrolle für die unter 3.1.3.1 dargestellten Ergebnisse wurde zu isolierten Wildtyp 
Mitochondrien  14C‐Glycin  (0,09 mM) gegeben. Wie  in Abbildung 1‐3  zu  sehen  ist,  ist 
das Glycin eine  Substanz, die nach dem Glycolat  in dem photorespiratorischen Weg 
gebildet wird. Das Glycin entsteht aus dem Glycolat. Damit eignet es sich als Kontrolle, 
um  die  Beteiligung  von  AtGDH  am  photorespiratorischen Weg  zu  untersuchen.  Die 
Abwesenheit von AtGDH  sollte die Freisetzung von CO2 aus Glycin  in den Mitochon‐
drien nicht beeinflussen. 
Wie Abbildung 3‐4 entnommen werden kann, ist die CO2‐Freisetzung aus Glycin für alle 
Genotypen  vergleichbar.  Es  ist  kein  Unterschied  zwischen  dem  Wildtyp  und  den 
AtGDH‐Mutanten erkennbar. Dies bedeutet, dass  in den AtGDH‐Mutanten der Stoff‐
wechselweg von der Glycindecarboxylierung ausgehend unbeeinflusst ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐4: CO2‐Freisetzung aus Mitochondrien‐Extrakten nach Inkubation mit 
14C‐Glycin 
Dargestellt sind die Mengen des freiwerdenden CO2 von isolierten Mitochondrien‐Extrakten. 
 14C‐Glycin 
wurde  zu  Proteinextrakten  isolierter Mitochondrien  gegeben  und  freiwerdendes  CO2  wurde mittels 
NaOH gebunden. Es wurde 0,09 mM Glycin, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu 
dem Extrakt gegeben. Die Datenpunkte für WT und N52 basieren auf drei unabhängigen Experimenten. 
Der Datenpunkt  für N50 basiert  lediglich auf  zwei unabhängigen Experimenten, was dazu  führt, dass 
auch kein Standardfehler angegeben wird. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. cpm, counts 
pro Minute  pro  µg  Proteinextrakt; WT, Wildtyp; N50, NASC‐Mutante N501490; N52, NASC‐Mutante 
N526859 
 
Zusätzlich konnte in einem weiteren Versuch gezeigt werden, dass die radioaktive CO2‐
Freisetzung  durch  Zugabe  von  nicht  radioaktivem  Glycin  inhibiert  werden  kann 
(Abbildung 3‐5).  In diesem Versuch wurden neben dem  14C‐Glycolat unterschiedliche 
Konzentrationen  nichtradioaktiven  Glycins  zu  den Wildtyp‐Mitochondrien‐Extrakten 
gegeben. Auf diese Weise soll gezeigt werden, dass das Glycolat im Mitochondrium bis 
zum Glycin verstoffwechselt wird und anschließend  in den „normalen“ photorespira‐
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torischen Weg eingeht. Durch die Zugabe des nichtradioktiven Glycins wird der mito‐
chondriale  Glycolatstoffwechsel  gehemmt  und  darüber  hinaus  steht  der  Glycinde‐
carboxylase so ein großer Pool an nichtradioaktivem Glycin zur Verfügung. 
Bei der Zugabe von 1 mM Glycin kann die Freisetzung um zwei Drittel reduziert wer‐
den, bei 10 mM ist sogar nur noch ein Achtel der Freisetzung messbar. Zusammen zei‐
gen diese Ergebnisse, dass die Umwandlung des Glycins  in den AtGDH‐Mutanten un‐
beeinflusst ist und dass das durch die Glycolatdehydrogenase entstehende Glyoxylat in 
den photorespiratorischen Weg  in Form von Glycin eingeht und dort weiter verstoff‐
wechselt wird.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐5: Inhibierung der CO2‐Freisetzung durch nichtradioaktives Glycin  
Dargestellt sind die Werte des freiwerdenden CO2 von isolierten Wildtyp‐Mitochondrien‐Extrakten nach 
der Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen nicht radioaktiv markierten Glycins. 14C‐Glycolat wurde zu 
Proteinextrakten isolierter Wildtyp‐Mitochondrien gegeben und freiwerdendes CO2 wurde mittels NaOH 
gebunden. Es wurde 0,1 mM Glycolat, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu dem 
Extrakt gegeben. Zusätzlich wurde nicht radioaktives Glycin in den Konzentrationen 1 mM und 10 mM zu 
zwei Ansätzen gegeben. Die Datenpunkte basieren auf drei unabhängigen Experimenten. Die Fehlerbal‐
ken geben den Standardfehler an. cpm, counts pro Minute pro µg Proteinextrakt; **, P<0,01 
 
 
3.1.3.3 Einfluss von Aminotransferasen 
Als mögliche Enzyme, die das durch die Glycolatdehydrogenase entstandene Glyoxylat 
zu  Glycin  umwandeln,  kommen  Aminotransferasen  in  Betracht.  Diese  könnten  das 
Glyoxylat wie in Formel 3‐1 gezeigt, zu Glycin transaminieren. 
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Formel 3‐1:Mögliche Transaminierungsreaktion 
 
Aus diesem Grund wurde ein Experiment durchgeführt, bei dem zusätzlich zu dem ra‐
dioaktiven Glycolat noch Aminosäuren als Substrat für die Transaminierung zugegeben 
wurden. 
In Abbildung 3‐6 sind die Ergebnisse dieses Versuches zu sehen. Es ist eindeutig zu er‐
kennen,  dass  mit  beiden  verwendeten  Aminosäuren  eine  Erhöhung  der  CO2‐
Freisetzung erzielt werden kann. Allerdings ist die Erhöhung bei der Zugabe von Alanin 
deutlich größer. Diese Daten lassen die Vermutung zu, dass Aminotransferasen an der 
beschriebenen Umwandlung  beteiligt  sind  und  dass  diese Aminotransferasen Alanin 
als zweites Substrat besser nutzen können als Glutamat. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐6: CO2‐Freisetzung in Abhängigkeit von Aminosäuren 
Dargestellt  sind  die Werte  des  freiwerdenden  CO2  von  isolierten Mitochondrien‐Extrakten  nach  der 
Zugabe  unterschiedlicher  Aminosäuren.  14C‐Glycolat  wurde  zu  Proteinextrakten  isolierter  Wildtyp‐
Mitochondrien gegeben und freiwerdendes CO2 wurde mittels NaOH gebunden. Es wurde 0,1 mM Gly‐
colat, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu dem Extrakt gegeben. Zusätzlich wurde 
noch 1 mM Alanin bzw. 1 mM Glutamat zu zwei der Ansätze gegeben. Die Datenpunkte basieren auf 
drei unabhängigen Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. cpm, counts pro Mi‐
nute pro µg Proteinextrakt;  ‐, ohne  Zugabe einer Aminosäure; +Ala,  Zugabe  von 1 mM Alanin; +Glu, 
Zugabe von 1 mM Glutamat; **, P<0,01; ***, P<0,001 
 
Um die Beteiligung einer Aminotransferase genauer zu untersuchen, wurde  in einem 
weiteren  Versuch  ein  Inhibitor  für  Aminotransferasen  verwendet.  Dabei  handelt  es 
sich um Aminooxyacetat, das mit dem Pyridoxal‐5‐Phosphat, dem Cofaktor der Amino‐
transferasen, interagiert.  
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In Abbildung 3‐7 (A) ist zu sehen, dass durch die Zugabe des Inhibitors die Freisetzung 
des radioaktiven CO2 reduziert wird. Es werden nur noch etwa 20% des ursprünglichen 
CO2  freigesetzt. Da Aminooxyacetat  allerdings  auch die Glycindecarboxylase, welche 
für die Freisetzung des CO2 verantwortlich ist (Abbildung 1‐3), inhibieren kann, wurde 
ein weiterer Versuch durchgeführt. Anstelle des Glycolats wurde Glycin eingesetzt und 
damit die Umwandlung hin  zum Glycin umgangen, um die Beeinflussung der Glycin‐
decarboxylase durch das Aminooxyacetat messen zu können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐7: CO2‐Freisetzung nach Zugabe eines Inhibitors 
Dargestellt sind die Werte des freiwerdenden CO2 von isolierten Wildtyp Mitochondrien‐Extrakten ohne 
und  nach  der  Zugabe  eines  Inhibitors.  (A)  14C‐Glycolat wurde  zu  Proteinextrakten  isolierter Wildtyp‐
Mitochondrien gegeben und freiwerdendes CO2 wurde mittels NaOH gebunden. Es wurde 0,1 mM Gly‐
colat, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu dem Extrakt gegeben. Zusätzlich wurde 
noch 1 mM Aminooxyacetat zu einem Ansatz gegeben. (B) 14C‐Glycin wurde zu Proteinextrakten isolier‐
ter Wildtyp‐Mitochondrien gegeben und  freiwerdendes CO2 wurde mittels NaOH gebunden. Es wurde 
0,09 mM Glycin, was einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu dem Extrakt gegeben. Zusätz‐
lich wurde noch 1 mM Aminooxyacetat zu einem Ansatz gegeben. 
Die Datenpunkte basieren auf drei unabhängigen Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standard‐
fehler an. Die Werte ohne Zugabe des Inhibitors wurden auf 100 % gesetzt. (Die Ergebnisse wurden in 
Zusammenarbeit mit Stefanie Gärtner erstellt und sind bereits in ihrer Bachelor‐Arbeit dargestellt.) 
 
Wie in Abbildung 3‐7 (B) zu sehen ist, hat das Aminooxyacetat in dieser Konzentration 
nur geringen Einfluss auf die Glycindecarboxylase. Die Freisetzung  ist nur um ca. 20% 
reduziert. Diese Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass eine Aminotransferase 
an der Umwandlung von Glyoxylat zu Glycin beteiligt ist. 
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3.1.4 Charakterisierung der putativ beteiligten Aminotransferasen 
Die  mögliche  Beteiligung  von  Aminotransferasen  am  mitochondrialen  Glycolat‐
Metabolismus wurde bereits  in den Ergebnissen unter 3.1.3.3  ausgeführt.  Zusätzlich 
wurden noch Lokalisationsanalysen mit Fusionsproteinen durchgeführt. Dazu wurden 
zwei Aminotransferasen (AGA‐2: At1g72330 und AGA‐6: At1g17290) mit dem rot fluo‐
reszierenden Protein (RFP) gekoppelt (2.1.8.1.1). Diese beiden Aminotransferasen ge‐
lten durch Daten von Stäbler (Diplomarbeit) und Nießen (Diplomarbeit) als aussichts‐
reiche Kandidaten mitochondrialer Aminotransferasen. Gestützt wird diese Annahme 
durch Proteomanalysen (Millar et al., 2001; Ito et al., 2006). Anschließend wurden Pro‐
toplasten von Pflanzen,  in denen diese überexprimiert wurden,  isoliert (2.2.24.1) und 
die Lokalisation am Konfokalen‐Laser‐Raster‐Mikroskop untersucht  (2.2.24.2).    In der 
unten gezeigten Abbildung (Abbildung 3‐8) sind repräsentative Bilder von verschiede‐
nen Aufnahmen unterschiedlicher Protoplasten dargestellt.  
In Abbildung 3‐8  (A)  sind die Ergebnisse eines Wildtyp‐Protoplasten  zu  sehen. Es  ist 
eindeutig  die  Eigen‐Fluoreszenz  der  Chloroplasten  und  die  Anfärbung  der  intakten  
Mitochondrien  (Mito  Tracker  GreenFM)  zu  erkennen.  Es  ist  keine  RFP‐Fluoreszenz 
(Abbildung 3‐8  (A)III)  zu detektieren. Bei den Protoplasten der Pflanzen, die das  Fu‐
sionsprotein  aus AGA‐6  und  RFP  exprimieren  (Abbildung  3‐8  (B)),  sind  ebenfalls  die 
Chloroplastenfluoreszenz  und  die  Färbung  der Mitochondrien  zu  erkennen,  darüber 
hinaus  ist aber auch die Fluoreszenz des RFP‐Proteins zu sehen. Diese zeigt eine klare 
Überlagerung  mit  der  Färbung  der  Mitochondrien.  Bei  den  Bildern  der  AGA‐2‐
Protoplasten  (Abbildung  3‐8  (C))  ergibt  sich  ein  ähnliches  Bild wie  bei  den  AGA‐6‐
Protoplasten. Auch hier  ist neben der Fluoreszenz der Chloroplasten und der Färbung 
der Mitochondrien die Fluoreszenz des RFP‐Proteins sichtbar. Und auch dabei ist eine 
Überlagerung dieses Signals mit der Färbung der Mitochondrien zu erkennen.  In bei‐
den Fällen ist die RFP‐Fluoreszenz ausschließlich in den Mitochondrien zu sehen, nicht 
in anderen Kompartimenten. Diese Ergebnisse zeigen, dass es eine Kolokalisation zwi‐
schen den an RFP gekoppelten Aminotransferasen und den gefärbten Mitochondrien 
gibt. 
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Abbildung 3‐8:Mikroskopische Bilder isolierter Protoplasten 
In den dargestellten Bildern sind Aufnahmen zu sehen, die am Konfokalen‐Laser‐Raster‐Mikroskop von 
isolierten Protoplasten aufgenommen wurden.  (A)  zeigt die Bilder  isolierter Wildtyp‐Protoplasten,  (B) 
die Protoplasten von Pflanzen, in denen das Fusionsprotein von AGA‐6 und dem RFP‐Protein exprimiert 
wurde und  (C) die Protoplasten von Pflanzen,  in denen das Fusionsprotein von AGA‐2 und dem RFP‐
Protein exprimiert wurde. I zeigt jeweils die Eigen‐Fluoreszenz der Chloroplasten, II die Fluoreszenz des 
Farbstoffes Mito Tracker GreenFM. Dieser färbt intakte Mitochondrien an, was bedeutet, dass die grün 
gefärbten Bereiche Mitochondrien darstellen.  III  zeigt neben der Eigen‐Fluoreszenz der Chloroplasten 
die Fluoreszenz des RFP‐Proteins. Diese ist in den Wildtyp‐Protoplasten nicht zu erkennen, da das RFP‐
Protein  in  ihnen nicht vorkommt.  In  (B) und  (C)  ist diese Fluoreszenz zu erkennen und beim Vergleich 
mit der Fluoreszenz in den Mitochondrien, sind deutliche Überlagerungen zu erkennen. 
 
 
3.1.5 Messung photorespiratorischer Parameter 
Zur Messung photorespiratorischer Parameter wurden  zwei unterschiedliche Techni‐
ken verwendet. Zum einen wurde der „Post Illumination CO2 Burst“ (PIB), ein quantita‐
tiver Indikator für die mitochondriale CO2‐Freisetzung gemessen (2.2.21.1) (Atkin et al., 
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1998). Zum anderen wurde das Glycin zu Serin Verhältnis bestimmt, welches mit der 
Rate der Photorespiration korreliert (2.2.20.1)(Novitskaya et al., 2002). 
 
 
3.1.5.1 „Post Illumination CO2 Burst” (PIB) 
Um  den  Einfluss  von  AtGDH  auf  die mitochondriale  CO2‐Freisetzung  zu  bestimmen, 
wurde der PIB als ein  Indikator hierfür gemessen. Der PIB beschreibt die photorespi‐
ratorische CO2‐Freisetzung aus dem Mitochondrium (Abbildung 1‐3). In Abbildung 3‐9 
sind die Ergebnisse der PIB‐Messung von Wildtypen und AtGDH‐Mutanten dargestellt. 
Wie eindeutig zu sehen  ist,  ist der PIB  in beiden Mutanten  im Vergleich zum Wildtyp 
reduziert. Dies bedeutet, dass weniger CO2 während der Photorespiration aus den Mi‐
tochondrien freigesetzt wird. Der Metabolitfluss durch die Photorespiration ist verrin‐
gert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐9: Messung des PIB 
Gezeigt  sind die Ergebnisse der PIB‐Messungen von Wildtyp und AtGDH‐Mutanten. Vor der Messung 
wurden die Pflanzen an die Messbedingungen angepasst. Die Messung erfolgte bei 100 ppm CO2 und 
1000 µmol m‐2 s‐1 Licht. 
Jeder Datenpunkt basiert auf der Messung von mindestens fünf Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den 
Standardfehler  an.  WT,  Wildtyp;  N50,  NASC‐Mutante  N501490;  N52,  NASC‐Mutante  N526859; 
**, P<0,01 
 
 
3.1.5.2 Glycin/Serin‐Verhältnis 
Das Glycin/Serin‐Verhältnis wurde sowohl unter „ambienten“ Bedingungen  (400 ppm 
CO2) als auch unter photorespiratorischen Bedingungen  (100 ppm CO2) gemessen. Es 
stellt ebenfalls ein Maß für die Photorespiration dar, da es direkt mit dieser Rate korre‐
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liert. Es ergibt sich aus der Umsetzung von Glycin zu Serin im Mitochondrium während 
der Photorespiration (Abbildung 1‐3). 
Wie anhand von Abbildung 3‐10  (A) zu sehen  ist, unterscheiden sich die Verhältnisse 
zwischen Wildtyp und Mutanten unter  „ambienten“ Bedingungen nicht.  Transferiert 
man die Pflanzen jedoch in photorespiratorische Bedingungen (Abbildung 3‐10 (B)), so 
sieht man für alle Genotypen einen Anstieg des Verhältnisses. Allerdings ist der Anstieg 
in den Mutanten viel geringer, ihr Glycin/Serin‐Verhältnis ist nur etwa halb so hoch wie 
das des Wildtyps. 
Zusammen mit den Ergebnissen der PIB‐Messung sprechen diese Ergebnisse  für eine 
Beteiligung von AtGDH an der Photorespiration. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐10: Messung des Glycin/Serin‐Verhältnisses 
Dargestellt  sind die Ergebnisse der Glycin/Serin Messung unter  verschiedenen CO2‐Bedingungen, 400 
ppm CO2 (A) und 100 ppm CO2 (B). Für die Messung bei 100 ppm CO2 wurden die Pflanzen 28 h bei die‐
sen CO2‐Bedingungen inkubiert. 
Jeder Datenpunkt basiert auf der Messung von mindestens drei Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den 
Standardfehler an. WT, Wildtyp; N50, NASC‐Mutante N501490; N52, NASC‐Mutante N526859; *, P<0,05 
 
 
3.1.6 Dual‐Targeting von AtGDH 
Bei weiteren  Analysen  (3.2.2.1) wurden  nicht  nur Mitochondrien‐Proteine,  sondern 
auch Chloroplasten‐Extrakte mit  radioaktivem Glycolat  inkubiert und die  Freisetzung 
an radioaktivem CO2 gemessen. Dabei wurde unerwarteterweise festgestellt, dass die 
Wildtyp‐Chloroplasten  radioaktives CO2  freisetzten. Dies war  insofern  überraschend, 
da es kein bekanntes Enzym in den Chloroplasten gibt, welches das Glycolat umsetzen 
kann.  Allerdings  wurden  ähnliche  Befunde  schon  in  anderen  Arbeiten  beschrieben  
(Zelitch, 1972; Goyal und Tolbert, 1996),  jedoch nicht näher untersucht. Aus diesem 
Befund  entstand  die  Idee,  das  AtGDH möglicherweise  nicht  nur  im Mitochondrium 
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vorkommt und aktiv ist, sondern auch in Chloroplasten. Daher wurden einige Versuche 
durchgeführt um dies genauer zu untersuchen. 
Es wurden die unter 2.1.8.1.2 angegebenen Plasmide kloniert und sowohl fluoreszenz‐
basierte  Lokalisationsanalysen  als  auch  in  vitro  Translationsanalysen  vorgenommen. 
Diese Analysen wurden am  Institut für Pflanzenphysiologie Abteilung Allgemeine Bio‐
logie (Martin Luther Universität, Halle‐Wittenberg, Prof. Klösgen) durchgeführt. 
In Abbildung 3‐11 sind die Ergebnisse der Lokalisationsanalysen (2.2.24.3) dargestellt. 
Es ist sowohl für das an EYFP gekoppelte Transitpeptid (Abbildung 3‐11 (A)) als auch für 
das gesamte Protein, gekoppelt mit dem EYFP (Abbildung 3‐11 (B)), eine Lokalisation in 
den Mitochondrien wie auch in den Chloroplasten zu erkennen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐11: Mikroskopische Fluoreszenz‐Bilder 
Dargestellt  sind die Ergebnisse der Lokalisationsanalysen  fluoreszenzmarkierter Proteine. Die Bilder  in 
(A) basieren auf der Verwendung des gekoppelten AtGDH‐Transitpeptids mit dem gelbfluoreszierenden 
Protein (EYFP) und (B) auf der Kopplung des gesamten AtGDH‐Proteins mit EYFP. Die jeweils dazugehö‐
rigen  kleinen Bilder  sind Ausschnitte und  zeigen die Überlagerung der einzelnen  Fluoreszenzen. Gelb 
gibt die Fluoreszenz des EYFP wieder, rot die der Chloroplasten. Kommt es zu einer Überlagerung der 
beiden,  so  entsteht  orange.  Für  die  in  vivo  Lokalisationsanalysen wurde  Erbsen‐Blattgewebe mittels 
„particle‐bombardment“  transformiert  und  nach  mehrstündiger  Inkubation  die  Lokalisation  mittels 
konfokaler Laser‐Raster‐Mikroskopie analysiert  (Marques et al., 2004).  (Diese Abbildungen wurden  in 
einer Kollaboration mit dem  Institut  für Pflanzenphysiologie Abteilung Allgemeine Biologie  (Martin 
Luther Universität, Halle‐Wittenberg, Prof. Klösgen) von Bianca Baudisch erstellt.) 
 
Auch die in Abbildung 3‐12 dargestellten Ergebnisse der in vitro Translation zeigen die 
Aufnahme des  radioaktiv markierten AtGDH‐Proteins  in  isolierte Mitochondrien und 
Chloroplasten. Betrachtet man die Autoradiographie (Abbildung 3‐12), so ist eindeutig 
zu  erkennen,  dass  sowohl  der  Precursor  (schwarzer  Pfeil)  als  auch  das  prozessierte 
Produkt (weißer Pfeil)  in den Mitochondrien und  in den Chloroplasten zu finden sind. 
Dies  bedeutet,  dass  das  Protein  in  beide Organellen  aufgenommen wird.  Zusätzlich 
wurden diese Versuche  auch mit einem  Fusionspeptid  aus AtGDH‐Transitpeptid und 
EYFP gemacht und es konnten die gleichen Ergebnisse festgestellt werden (Daten nicht 
gezeigt). 
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Abbildung 3‐12: Autoradiographie der in vitro Translation 
Dargestellt  ist das Ergebnis der radioaktiven  in vitro Translation und Prozessierungsstudie von AtGDH. 
Auf  dem Blot  ist  in  der  Translationsspur  deutlich  die Bande  des AtGDH‐Precursors  zu  erkennen. Die 
Mitochondrien bzw. Chloroplasten sind einmal ohne Proteasespaltung und einmal mit Proteasespaltung 
aufgetragen. Bei der Protease handelt es sich um eine spezifische Protease zur Abspaltung des Translo‐
kationspeptides. Es  ist zu erkennen, dass sowohl  in den Mitochondrien, als auch  in den Chloroplasten 
der Precursor und das prozessierte Produkt  zu  finden  sind. Für die  in vitro  Importanalysen wurde  ra‐
dioaktiv markiertes Protein mit isolierten Organellen (Mitochondrien und Chloroplasten) aus Erbsenblät‐
tern inkubiert und mittels Autoradiographie ausgewertet (Molik et al., 2001). (Diese Abbildungen wur‐
den  in  einer  Kollaboration mit  dem  Institut  für  Pflanzenphysiologie Abteilung Allgemeine  Biologie 
(Martin Luther Universität, Halle‐Wittenberg, Prof. Klösgen) von Bianca Baudisch erstellt.) 
 
Um die Ergebnisse weiter zu unterstützen wurde die Glycolatdehydrogenase‐Aktivität 
von  isolierten Chloroplasten gemessen.   Wie  in Abbildung 3‐13  zu  sehen  ist, kann  in 
den Wildtyp‐Chloroplasten die GDH‐Aktivität eindeutig gemessen werden. Vergleicht 
man dieses Ergebnis mit dem der AtGDH‐Mutante, so  ist eine klare Reduktion  in der 
Mutante erkennbar. Als Kontrolle wurden Ansätze mit KCN, als Inhibitor für die Glyco‐
latdehydrogenase, durchgeführt und die Aktivität konnte vollständig inhibiert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐13: GDH‐Messung aus isolierten Chloroplasten 
Dargestellt sind die Ergebnisse der GDH‐Aktivität von  isolierten und disruptierten Chloroplasten. Jeder 
Datenpunkt basiert auf drei unabhängigen Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler 
an. WT, Wildtyp; N52, NASC‐Mutante N526859; **, P<0,01 
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3.2 Transgener chloroplastidärer photorespiratorischer Bypass 
Der  unter  1.4  beschriebene  photorespiratorische  Bypass  stellt  einen  gentechnolo‐
gischen Ansatz zur Umgehung des „normalen“ photorespiratorischen Weges dar. Die‐
ser Bypass soll hinsichtlich der Auswirkungen auf Photosynthese und Photorespiration, 
sowie auf das veränderte Wachstum der Pflanzen untersucht werden. Des Weiteren 
soll der Einfluss der Transgene auf den Gesamtmetabolismus der Pflanze sowie auf das 
Transkriptom analysiert werden. 
 
 
3.2.1 Erhöhte Photosynthese, reduzierte Photorespiration? 
Um den Einfluss des transgenen photorespiratorischen Weges zu untersuchen, wurden 
zahlreiche Parameter gemessen. Ein Teil dieser Parameter  ist  in der Doktorarbeit von 
Rashad Kebeish dargestellt, hier wurden ergänzend die Sauerstoffinhibierung und die 
maximalen  CO2‐Assimilationsraten  in  den  transgenen  Pflanzen  gemessen  und  mit 
Wildtypen verglichen.  
 
 
3.2.1.1 Sauerstoffinhibierung 
Die  Sauerstoffinhibierung  stellt einen Parameter  für das CO2  zu O2 Verhältnis  in der 
Umgebung von RUBISCO dar und dient somit zur Analyse der Veränderung der Photo‐
respiration und Photosynthese in den transgenen Pflanzen. 
In  Abbildung  3‐14  sind  die  Ergebnisse  der  Sauerstoffinhibierung  dargestellt.  In  den 
transgenen Pflanzen ist eine Reduktion der Sauerstoffinhibierung zu erkennen. So zei‐
gen GT‐DEF‐Pflanzen (Pflanzen, welche den kompletten katabolischen E. coli Glycolat‐
Stoffwechselweg exprimieren) eine Sauerstoffinhibierung von 26,2±0,7%, DEF‐Pflanzen 
(Pflanzen, welche die D‐, E‐ und F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase ex‐
primieren) eine von 31,3±1,5% und der Wildtyp eine von 36±3%. Es bleibt jedoch fest‐
zuhalten, dass die Reduktion der Sauerstoffinhibierung  in den DEF‐Pflanzen nicht das 
Niveau der GT‐DEF‐Pflanzen erreicht.  
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Abbildung 3‐14: Sauerstoffinhibierung 
Dargestellt  sind  die  Ergebnisse  der Messung  der  Sauerstoffinhibierung  von  transgenen  und Wildtyp 
Pflanzen. Jeder Datenpunkt basiert mindestens auf der Messung von 5 unabhängigen Pflanzen. Die Feh‐
lerbalken  geben  den  Standardfehler  an.  WT,  Wildtyp;  DEF,  Pflanzen,  welche  die  D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, welche den kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05. 
 
 
3.2.1.2 Maximale CO2‐Assimilationsrate (Amax) 
Neben der Sauerstoffinhibierung wurden auch die maximalen CO2‐Assimilationsraten 
bestimmt. Diese geben Aufschluss über die photosynthetische  Leistungsfähigkeit der 
Pflanzen. 
Wie  in Abbildung 3‐15 (A) zu sehen  ist,  ist die maximale Assimilationsrate unter „am‐
bienten“  CO2‐Bedingungen  (400  ppm)  sowohl  in  den GT‐DEF‐,  als  auch  in  den DEF‐
Pflanzen, erhöht. Auch hier  ist wieder  zu erkennen, dass die DEF‐Pflanzen  zwischen 
den Werten der Wildtypen und der GT‐DEF‐Pflanzen liegen. Betrachtet man die Assimi‐
lationsraten bei 2000 ppm CO2, die Photorespiration ist in diesem Zustand auf ein Mi‐
nimum reduziert und RUBISCO mit CO2 gesättigt, so erkennt man keinen Unterschied 
mehr  zwischen  den  unterschiedlichen  Genotypen  (Abbildung  3‐15  (B)).  Der  Bypass 
scheint unter diesen Bedingungen keinen relevanten Einfluss mehr zu haben. 
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Abbildung 3‐15: Maximale CO2‐Assimilationsraten 
Dargestellt sind die Ergebnisse der Messung der maximalen CO2‐Assimilationsraten. In (A) sind die Assi‐
milationsraten bei „ambienten“ Bedingungen (400 ppm CO2) dargestellt. (B) zeigt die Assimilationsraten 
bei 2000 ppm CO2. Bei 2000 ppm CO2 ist die Rate der Photorespiration auf ein Minimum reduziert. Jeder 
Datenpunkt basiert mindestens auf der Messung von 6 unabhängigen Pflanzen. Die Fehlerbalken geben 
den Standardfehler an. WT, Wildtyp; DEF, Pflanzen, welche die D‐, E‐ und F‐Untereinheit der E. coli Gly‐
colatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, welche den kompletten katabolischen E. coli Glyco‐
lat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05; ***, P<0,001 
 
 
3.2.2 Wege des Glycolats 
Um den Fluss des Glycolats durch den Metabolismus zu untersuchen, wurden Chloro‐
plasten‐Extrakte mit radioaktiv markiertem Glycolat  inkubiert.  In anschließenden Ver‐
suchen der chromatografischen Auftrennung der Substanzen (Dünnschicht‐Chromato‐
graphie)  konnten  keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden  (Daten nicht  gezeigt). 
Aus diesem Grund wurden die Versuche dahingehend abgewandelt, dass, wie bei den 
Mitochondrien (3.1.3), freiwerdendes CO2 gemessen wurde. Dieses CO2 stellt ein Maß 
für die Produktion von CO2 im Chloroplasten, der Umgebung von RUBISCO, dar. 
 
 
3.2.2.1 Radioaktive Markierung isolierter Chloroplasten 
Eine CO2‐Freisetzung  in den Chloroplasten würde bedeuten, dass gebildetes Glyoxylat 
decarboxyliert  wird  und  dabei  eine  CO2‐Freisetzung  stattfindet.  Aus  diesem  Grund 
wurden  Chloroplasten  isoliert  (2.2.14.2)  und  mit  radioaktivem  Glycolat  inkubiert 
(2.2.17).  Die  Reinheit  wurde  über  Katalase‐  und  Fumarase‐Enzymtests  bestimmt 
(2.2.16.1) und nur Chloroplasten mit einer Reinheit von mindestens 95% (Daten nicht 
gezeigt) wurden verwendet. 
Abbildung 3‐16 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen.  Im Vergleich zu den Wildtyp‐
Chloroplasten  ist  in  denen  der  DEF‐  und  GT‐DEF‐Pflanzen  eine  deutlich  gesteigerte 
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Freisetzung an radioaktiv markiertem CO2 festzustellen. Es scheint, als würde das Oxi‐
dationsprodukt des Glycolats, das Glyoxylat, decarboxyliert und radioaktives CO2 frei‐
gesetzt. Dies geschieht nicht nur in den Pflanzen mit dem vollständigen E. coli Glycolat‐
Stoffwechselweg (GT‐DEF), sondern auch in den Pflanzen die nur die Glycolatdehydro‐
genase exprimieren  (DEF), allerdings mit einer niedrigeren Effizienz. Da auch aus den 
Wildtyp‐Chloroplasten eine Freisetzung gemessen werden konnte und dies nicht auf 
peroxisomale  Kontamination  zurückgeführt  werden  konnte,  gibt  es  eine  endogene 
Möglichkeit, das Glycolat zu oxidieren. Dieser Befund wurde auch schon bei der Unter‐
suchung der Funktion von AtGDH in der plastidären Glycolatoxidation festgestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐16: CO2‐Freisetzung aus Chloroplasten‐Extrakten nach Inkubation mit 
14C‐Glycolat 
Dargestellt sind die Mengen des freiwerdenden CO2 aus isolierten Chloroplasten‐Extrakten. 
14C‐Glycolat 
wurde  zu  Proteinextrakten  isolierter  Chloroplasten  gegeben  und  freiwerdendes  CO2  wurde  mittels 
NaOH gebunden. Es wurde 0,1 mM Glycolat, das einer spezifischen Aktivität von 37 kBq entspricht, zu 
dem Extrakt gegeben.  Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. cpm, counts pro Minute pro µg Proteinextrakt; WT, Wildtyp; 
DEF, Pflanzen, welche die D‐, E‐ und F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐
DEF, Pflanzen, welche den kompletten katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; **, 
P<0,01; ***, P<0,001 
 
 
3.2.3 Verändertes Wachstum? 
Ein weiterer wichtiger Parameter  zur Analyse der  transgenen Pflanzen  ist das Wach‐
stum. Hier  sollte untersucht werden, welche Auswirkungen der photorespiratorische 
Bypass  auf  das Wachstum  der  Pflanzen  hat. Anhand  der  bisher  dargestellten Daten 
bezüglich  des  Einflusses  auf  die  Photosynthese  und  Photorespiration  (3.2.1)  konnte 
erwartet werden, dass der photorespiratorische Bypass einen positiven Effekt auf das 
Wachstum der Pflanzen hat. 
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3.2.3.1 Wachstumskurven und Korrelation 
Anhand  von Wachstumskurven  und  Größen‐Korrelationsanalysen  sollen  die  Auswir‐
kungen des photorespiratorischen Bypasses auf das Wachstum gezeigt werden. In Ab‐
bildung  3‐18  ist  eine  typische Wachstumskurve  (2.2.22.1)  einer  segregierenden GT‐
DEF‐Population  dargestellt.  In Abbildung  3‐17  ist  dargestellt, was  segregierende GT‐
DEF‐Population bedeutet und wie sie sich zusammensetzt. 
 
Abbildung 3‐17: Segregierende GT‐DEF‐Population 
Dargestellt  ist  die  Segregation  einer  GT‐DEF‐Population  nach 
Selbstung. Voraussetzung  für  die  angegebene Verteilung  ist,  das 
die Gene GT, DE  und  F  in  der  geselbsteten  Pflanze  heterozygot 
vorliegen. Die Prozente geben die theoretisch erwarteten Anteile 
der einzelnen Genotypen an. 
WT, Wildtyp; GT, Pflanzen, welche die Gene Glyoxylat‐Carboligase 
und  Tatronatsemialdehyd‐Reduktase  exprimieren;  DE,  Pflanzen, 
welche die D‐ und E‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogena‐
se exprimieren; F, Pflanzen, welche die F‐Untereinheit der E. coli 
Glycolatdehydrogenase exprimieren; DEF, Pflanzen, die die D‐, E‐ 
und F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; 
GT‐DEF, Pflanzen, die den kompletten katabolischen E. coli Glyco‐
lat‐Stoffwechselweg exprimieren 
 
Bei den Wildtyp‐Pflanzen, die in der Wachstumskurve angegeben sind, handelt es sich 
nicht um Wildtypen, die aus der Segregation hervorgehen. Es sind Wildtypen, die will‐
kürlich unter die segregierende Population gemischt wurden und unter exakt gleichen 
Bedingungen herangewachsen sind. In der Gruppe nonDEF sind alle transgenen Pflan‐
zen zusammengefasst, die nicht DEF exprimieren, d.h. alle drei Untereinheiten der Gly‐
colatdehydrogenase  zusammen.  Es  ist deutlich  zu  erkennen, dass DEF‐ und GT‐DEF‐
Pflanzen einen größeren Rosettendurchmesser erreichen als Wildtypen und nonDEF‐
Pflanzen. Der Unterschied  zwischen DEF und GT‐DEF  ist allerdings gering. Betrachtet 
man das Wachstum über die Zeit, so  ist zu erkennen, dass es  in den ersten 40 Tagen 
nach Aussaat kaum ein Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen gibt. Lediglich 
die Wildtyp‐Pflanzen erscheinen  in diesem Zeitraum  leicht kleiner. Nach dem 45. Tag 
steigt dann der Rosetten‐Durchmesser  in den DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen  stärker  an. 
Zum Ende der Wachstumsphase (ab Tag 60) sieht man, dass die Zunahme des Roset‐
tendurchmessers  nicht mehr  groß  ist.  Die  Pflanzen  scheinen  das  Ende  des  Breiten‐
wachstums erreicht zu haben. Da dies bei allen Genotypen so ist, bleiben die DEF‐ und 
GT‐DEF‐Pflanzen größer als die Wildtypen und die nonDEF‐Pflanzen. Der Größenunter‐
schied ist also nicht eindeutig an einem Punkt festzumachen, sondern es ist ein konti‐
nuierlich zunehmender Effekt zu beobachten. 
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Abbildung 3‐18: Wachstumskurven 
Dargestellt ist die Wachstumskurve einer segregierenden Population. Jeder Datenpunkt basiert auf der 
Messung von mindestens 10 individuellen Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. WT, 
Wildtyp,  stammen  nicht  aus  der  segregierenden  Population; DEF,  Pflanzen, welche die D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, welche den kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; nonDEF, alle segregierenden Pflanzen, die 
nicht die D‐,E‐ und F‐Untereinheit exprimieren. 
 
Zusätzlich  zu der Wachstumskurve wurden die Pflanzen  einer  segregierenden Popu‐
lation nach Größen‐Klassen sortiert, anschließend  ihr Genotyp bestimmt (2.2.4.1) und 
bezüglich  des  Vorkommens  von  DEF  und  nonDEF‐Pflanzen  ausgewertet  (Abbildung 
3‐19  (A)). Unter nonDEF  sind wie oben beschrieben alle  transgenen Pflanzen  zusam‐
mengefasst,  die  nicht  DEF  exprimieren,  d.h.  alle  drei  Untereinheiten  der  Glycolat‐
dehydrogenase zusammen. DEF bezeichnet hier nicht nur die Pflanzen, die die D‐, E‐ 
und F‐Untereinheit exprimieren, sondern zusätzlich noch die GT‐DEF‐Pflanzen.  In Ab‐
bildung 3‐19 (A) ist zu sehen, dass sich die nonDEF‐Pflanzen ähnlich einer Gauß‐Kurve 
über die drei Größen‐Klassen verteilen. Bei den DEF‐Pflanzen ist jedoch eine Verschie‐
bung  hin  zu  den  Größeren  erkennbar.  Dies  bedeutet,  dass  proportional mehr  DEF‐
Pflanzen ein erhöhtes Wachstum zeigen, als nonDEF‐Pflanzen. Dennoch sind nicht alle 
DEF‐Pflanzen größer als der Durchschnitt. 
Um herauszufinden, ob die Wachstumsveränderungen  in einem  Zusammenhang mit 
der Expression der einzelnen  Transgene  stehen, wurde die Akkumulation der Trans‐
gene quantifiziert (2.2.4.2). Da sowohl GT‐DEF‐Pflanzen, als auch DEF‐Pflanzen diesen 
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Effekt  zeigen, wurde die Quantifizierung  für die Untereinheiten D, E und  F durchge‐
führt. Zwischen der F‐Expression und dem Rosettendurchmesser konnte eine  lineare 
Korrelation (R2 = 0,76, P = 0,002) festgestellt werden (Abbildung 3‐19 (B)). Für D und E 
konnte hingegen keine Korrelation festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Es bleibt 
festzuhalten, dass die Transkript‐Akkumulation von D und E um das ca. Zehnfache hö‐
her lag als das der F‐Untereinheit (Daten nicht gezeigt). Es ist deshalb gut möglich, dass 
die F‐Untereinheit der  limitierende Faktor für das Wachstum der Pflanzen  ist, die die 
Transgene D, E und F enthalten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐19: Größen‐Korrelationen 
In (A) ist das Vorkommen von DEF‐ und nonDEF‐Pflanzen einer segregierenden Population in einzelnen 
Größenklassen dargestellt. (B) zeigt eine Korrelation zwischen der Expression der F‐Untereinheit und der 
Größe der DEF‐Pflanzen. Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens fünf unabhängig gemessenen Pflan‐
zen. DEF, Pflanzen der segregierenden Population, welche die D‐, E‐ und F‐Untereinheit der E. coli Glyco‐
latdehydrogenase exprimieren  (beinhalten auch GT‐DEF‐Pflanzen); nonDEF, alle  segregierenden Pflan‐
zen, die nicht die D‐,E‐ oder F‐Untereinheit exprimieren. 
 
 
3.2.3.2 Wachstum unter modifizierten Bedingungen 
Neben  der Veränderung  im Wachstum  unter  „normalen“  Bedingungen war  es  auch 
von Interesse zu sehen, wie sich die transgenen Pflanzen unter veränderten Bedingun‐
gen  verhalten.  Dadurch  besteht  die Möglichkeit  herauszufinden,  wann  der  photo‐
respiratorische Bypass von größerer Bedeutung ist, oder aber auch, wann er seine Be‐
deutung verliert. 
 
 
3.2.3.2.1 Wachstum unter hohen CO2‐Konzentrationen 
Ein  entscheidender  Parameter  für  die  Rate  an  Photorespiration  ist  die  CO2‐
Konzentration  in  der  Luft.  Aus  diesem Grund wurden  zur Untersuchung  des  photo‐
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respiratorischen Bypasses Pflanzen, die bei „ambienten“ Bedingungen (400 ppm CO2) 
gewachsen sind, mit solchen verglichen, die bei 2000 ppm CO2 wuchsen (unter diesen 
CO2‐Bedingungen  ist  die  Photorespiration  auf  ein Minimum  reduziert).  In Abbildung 
3‐20 sind die Ergebnisse dieses Vergleiches dargestellt.  In Abbildung 3‐20 (A) sind die 
Rosettendurchmesser der einzelnen Genotypen einer segregierenden Population dar‐
gestellt, die bei 400 ppm CO2 gewachsen sind. Die Wildtypen stammen auch in dieser 
Analyse  nicht  aus  der  segregierenden  Population,  sondern wurden  unter  diese  ge‐
mischt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen von den ande‐
ren Genotypen unterscheiden. Sie haben einen deutlich größeren Rosettendurchmes‐
ser. In Abbildung 3‐20 (B) sind die Rosettendurchmesser von Pflanzen, die unter 2000 
ppm CO2 gewachsen sind, gezeigt. Es  ist deutlich zu erkennen, dass es keinen Unter‐
schied  zwischen  den  einzelnen Genotypen  gibt. Die  absoluten Werte  der  Rosetten‐
durchmesser der beiden Versuche dürfen nicht miteinander verglichen werden, da die 
Versuche nicht  in der gleichen Phytokammer durchgeführt wurden. Die Werte  lassen 
sich nur innerhalb der Experimente miteinander vergleichen. Anhand dieser Ergebnisse 
wird deutlich, dass ein Größenunterschied  in den DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen unter re‐
duzierten photorespiratorischen Bedingungen nicht messbar ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐20: Rosettendurchmesser bei unterschiedlichen CO2‐Konzentrationen 
Dargestellt sind die Rosettendurchmesser der einzelnen Genotypen einer segregierenden Population bei 
unterschiedlichen CO2‐Bedingungen.  In  (A)  ist der Rosettendurchmesser von Pflanzen, die unter  „am‐
bienten“ CO2‐Bedingungen (400 ppm CO2) gewachsen sind, dargestellt. (B) zeigt den Rosettendurchmes‐
ser  bei  erhöhten  CO2‐Bedingungen  (2000  ppm  CO2).  Jeder  Datenpunkt  basiert  auf mindestens  fünf 
unabhängig gemessenen Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. WT, Wildtyp (stam‐
men nicht aus der segregierenden Population, wurden untergemischt); GT, Pflanzen, welche die Gene 
Glyoxylat‐Carboligase  und  Tatronatsemialdehyd‐Reduktase  exprimieren;  DE,  Pflanzen,  welche  die  D‐ 
und  E‐Untereinheit  der  E.  coli  Glycolatdehydrogenase  exprimieren;  F,  Pflanzen,  welche  die  F‐
Untereinheit der  E.  coli Glycolatdehydrogenase  exprimieren; DEF,  Pflanzen, welche die D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen die den kompletten kata‐
bolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; ***, P<0,001.  (Die Daten  in  (A) stammen aus 
der Doktorarbeit von Rashad Kebeish und wurden freundlicherweise für die vergleichende Darstellung 
zur Verfügung gestellt) 
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3.2.3.2.2 Wachstum bei hoher Temperatur 
Ein Parameter um die Oxygenaseaktivität von RUBISCO und damit die Photorespiration 
zu beeinflussen, ist die Temperatur. Bei höheren Temperaturen verschiebt sich die CO2 
zu O2 Affinität  von RUBISCO und der Anteil der Photorespiration  steigt. Aus diesem 
Grund wurden 4 Wochen alte Pflanzen  für drei Wochen bei 35°C  (Tagestemperatur) 
angezogen und anschließend ihr Rosettendurchmesser und Trockengewicht bestimmt. 
In Abbildung 3‐21 (A) sieht man, dass DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen größere Rosetten ver‐
glichen mit den Wildtypen aufweisen. Allerdings unterscheiden sich auch DEF‐ und GT‐
DEF‐Pflanzen, die GT‐DEF‐Pflanzen sind  im Vergleich größer. Abbildung 3‐21 (B) zeigt, 
dass sich das Ergebnis des Rosettendurchmessers auch im Trockengewicht wiederspie‐
gelt.  Es  ist  eindeutig  ein  höheres  Trockengewicht  in  den DEF‐  und GT‐DEF‐Pflanzen 
festzustellen, wobei auch hier wieder anzumerken ist, dass die DEF‐Pflanzen nicht das 
Niveau der GT‐DEF‐Pflanzen erreichen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐21: Wachstum unter erhöhten Temperaturen 
Dargestellt sind Rosettendurchmesser und Trockengewicht der einzelnen Genotypen einer segregieren‐
den Population bei Wachstum unter erhöhter Temperatur  (35°C).  In  (A)  ist der Rosettendurchmesser 
von DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen  im Vergleich  zum Wildtyp dargestellt.  In  (B)  sind die Trockengewichte 
dieser Genotypen gezeigt.  Jeder Datenpunkt basiert auf sieben unabhängig gemessenen Pflanzen. Die 
Fehlerbalken  geben  den  Standardfehler  an. WT, Wildtyp;  DEF,  Pflanzen,  welche  die  D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, welche den kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001. 
 
 
3.2.3.2.3 Wachstum bei erhöhter Lichtintensität 
Die  Lichtintensität  ist  ebenfalls  ein  Parameter,  der  Einfluss  auf  Photosynthese  und  
Photorespiration  hat  (Gerbaud  und  Andre,  1980).  In  diesem  Experiment wurde  das 
Wachstum  unter  den  „normalen“  Phytokammerbedingungen  von  100  µmol m‐2  s‐1 
Licht mit dem unter höherer Lichtintensität  (400 µmol m‐2 s‐1) verglichen. Für diesen 
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Versuch wurden vier Wochen alte Pflanzen für zwei Wochen unter der erhöhten Licht‐
intensität angezogen. Abbildung 3‐23 zeigt, dass sowohl bei der normalen, als auch bei 
der  erhöhten  Lichtintensität  ein  höheres  Trockengewicht  in  den  DEF‐  und  GT‐DEF‐
Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp messbar ist. Bei normaler Lichtintensität konnte in 
diesem Experiment  lediglich ein  signifikant erhöhtes Trockengewicht  für die GT‐DEF‐
Pflanzen gemessen werde, nicht für die DEF‐Pflanzen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐22: Wachstum unter unterschiedlichen Lichtintensitäten 
Dargestellt  ist das Trockengewicht von GT‐DEF‐ und DEF‐Pflanzen  im Vergleich zum Wildtyp bei Wach‐
stum unter verschiedenen Lichtintensitäten. Jeder Datenpunkt basiert auf fünf unabhängig gemessenen 
Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. WT, Wildtyp; DEF, Pflanzen, welche die D‐, E‐ 
und F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, die den komplet‐
ten katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05; **, P<0,01. 
 
 
3.2.3.3 Bestimmung des Samen‐Ertrages 
Ein weiterer wichtiger  Parameter  ist  die Auswirkung  der  Transgene  und  des  photo‐
respiratorischen Bypasses auf den Samenertrag. Aus diesem Grund wurden die Samen 
von Wildtyp‐, DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen geerntet und das Gesamtgewicht bestimmt 
(2.2.22.4).  In Abbildung 3‐23 sind die Ergebnisse dieser Messung dargestellt, und wie 
zu sehen ist, unterscheiden sich die Erträge zwischen den drei Genotypen nicht. In den 
transgenen Pflanzen  ist durch die Transgene bzw. den photorespiratorischen Bypass 
der Samenertrag weder erhöht noch verringert. 
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Abbildung 3‐23: Samenertrag 
Dargestellt  ist das Samengewicht von GT‐DEF‐ und DEF‐Pflanzen  im Vergleich zum Wildtyp.  Jeder Da‐
tenpunkt basiert auf dem gesamten Samenertrag von fünf unabhängig gemessenen Pflanzen. Die Feh‐
lerbalken  geben  den  Standardfehler  an.  WT,  Wildtyp;  DEF,  Pflanzen,  welche  die  D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit  der  E.  coli  Glycolatdehydrogenase  exprimieren;  GT‐DEF,  Pflanzen,  die  den  kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren. 
 
 
3.2.3.4 Veränderungen der Zellstruktur 
Hinsichtlich des  in den  vorangegangenen Messungen beobachteten erhöhten Wach‐
stums  von DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen  stellt  sich die  Frage, ob dies  auf  eine  erhöhte 
Zellzahl oder  auf eine erhöhte Größe der  Zellen  zurückzuführen  ist. Daher wurde  in 
DEF‐  und  GT‐DEF‐Pflanzen  die  Anzahl  der  Epidermiszellen  pro  cm2‐Blattfläche  be‐
stimmt und mit Wildtyppflanzen verglichen. Für diese Versuche wurden Pflanzen ver‐
wendet, die den Größenunterschied eindeutig aufwiesen (gleiches Alter der Pflanzen, 
wie  bei  den Wachstumsanalysen).  Es wurden  in  dieser  Analyse  die  Epidermiszellen 
gezählt, da die Mesophyllzellzahl nur schwer bestimmbar ist. Wie in  
Abbildung 3‐24 (A) zu sehen ist, unterscheiden sich die transgenen Pflanzen nicht we‐
sentlich von den Wildtypen. Es sieht  tendenziell so aus, als hätten DEF‐ und GT‐DEF‐
Pflanzen etwas weniger Zellen pro cm2, dieser Effekt ist allerdings nicht signifikant.  
Da die Epidermiszellzahl pro cm2 unverändert  ist, bedeutet dies, dass die Zellen nicht 
größer sind, sondern es insgesamt mehr Zellen gibt. 
Neben der Zellzahl ist die Anzahl der Stomata ein entscheidender Parameter, da diese 
für den Gasaustausch verantwortlich sind. In  
Abbildung 3‐24 (B) ist zu sehen, dass es auch hier keine eindeutigen Unterschiede zwi‐
schen transgenen Pflanzen und Wildtypen gibt. Wiederum könnte von einer tendenzi‐
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ell  verringerten  Stomata‐Anzahl  ausgegangen  werden.  Zellzahl  und  Stomataanzahl 
scheinen also nicht wesentlich durch die Transgene beeinflusst zu sein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐24: Veränderungen in der Zellstruktur 
Dargestellt  sind  die  Veränderungen  in  der  Zellstruktur,  Zellzahl  und  Stomata,  von GT‐DEF‐  und DEF‐
Pflanzen  im Vergleich zum Wildtyp.  In  (A)  ist die Zellzahl pro cm2‐Blattfläche angegeben.  In  (B)  ist die 
Anzahl der Stomata pro cm2‐Blattfläche angegeben.  Jeder Datenpunkt basiert auf drei unabhängig ge‐
messenen Pflanzen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. WT, Wildtyp; DEF, Pflanzen, welche 
die D‐, E‐ und F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, die den 
kompletten katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren. 
 
 
3.2.3.5 Sproß/Wurzel‐Verhältnis 
Neben der Veränderung in der Sproßgröße, ist auch eine Veränderung im Wurzelwach‐
stum von entscheidender Bedeutung, da es Aufschluss über die Gesamtveränderung 
der  Biomasse  gibt. Um  eine  ausreichende Versorgung  der  Pflanzen mit Wasser  und 
Nährstoffen  zu  gewährleisten,  benötigt  sie  bei  größerem  Sproßwachstum  auch  eine 
deutlich  größere Wurzelmasse.  Aus  diesem  Grund  wurde  das  Sproß‐  und Wurzel‐
Trockengewicht der DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp analysiert. 
In Abbildung 3‐25  (A)  ist das Sproß‐Trockengewicht dargestellt,  in Abbildung 3‐25  (B) 
das Wurzel‐Trockengewicht.  Sowohl  für  Sproß‐,  als  auch  für Wurzel‐Trockengewicht 
kann man  erkennen,  dass  sie  im  Vergleich  zum Wildtyp  in  den  DEF‐  und  GT‐DEF‐
Pflanzen deutlich erhöht sind. Die stärkste Erhöhung ist allerdings auch hierbei wieder 
in den GT‐DEF‐Pflanzen zu sehen. Berechnet man nun aus den beiden Trockengewich‐
ten das Verhältnis (Abbildung 3‐25 (C)), so sieht man, dass dieses in den DEF‐ und GT‐
DEF‐Pflanzen deutlich reduziert ist, was bedeutet, dass die Wurzelmenge im Vergleich 
zum Wildtyp proportional größer ist als der Sproß. Generell zeigt die Biomasse, die aus 
Sproß und Wurzel besteht, noch eindrucksvoller den Wachstumseffekt. 
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Abbildung 3‐25: Veränderungen in Sproß und Wurzel 
Dargestellt sind die Veränderungen im Sproß‐ und Wurzel‐Trockengewicht von 10 Wochen alten Pflan‐
zen. In (A) ist das Trockengewicht des Sprosses von GT‐DEF‐ und DEF‐Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp 
gezeigt. In (B) ist das Trockengewicht der Wurzeln dargestellt. (C) zeigt das Sproß zu Wurzel Verhältnis 
der einzelnen Genotypen. Jeder Datenpunkt basiert auf vier unabhängig gemessenen Pflanzen. Die Feh‐
lerbalken  geben  den  Standardfehler  an.  WT,  Wildtyp;  DEF,  Pflanzen,  welche  die  D‐,  E‐  und  F‐
Untereinheit  der  E.  coli  Glycolatdehydrogenase  exprimieren;  GT‐DEF,  Pflanzen,  die  den  kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05; **, P<0,01. 
 
 
3.2.4 Veränderungen im Metabolismus 
Um den Einfluss des photorespiratorischen Bypass auf den Gesamt‐Metabolismus der 
Pflanzen  zu untersuchen, wurde ein Metabolit‐Profil aller detektierbaren Substanzen 
mittels Gaschromatographie mit anschließender Massenspektrometrie (GC‐MS) aufge‐
nommen (2.2.20.2). Verglichen wurden hierbei GT‐DEF mit GT‐DE Pflanzen, die bei 400 
ppm CO2 und 100 ppm CO2 (für 24 h bei 100 ppm CO2  inkubiert) angezogen wurden. 
Wie  in  3.2.3.1  gezeigt  besteht  eine  Korrelation  zwischen  der  Expression  der  F‐
Untereinheit  und  dem Wachstum. Dies war  ausschlaggebend  dafür,  dass  in  diesem 
Versuch GT‐DEF‐Pflanzen mit solchen verglichen wurden, bei denen die F‐Untereinheit 
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nicht exprimiert wird. Es wurden keine Wildtypen als Vergleichspflanzen verwendet, 
da bei den GT‐DE‐Pflanzen die übrigen Transgene in der Pflanze exprimiert werden und 
somit eine bessere Vergleichbarkeit gegeben  ist,  falls eines dieser Gene  schon einen 
Einfluss auf den Metabolismus haben sollte. 
Insgesamt wurden  rund 80 Substanzen  in allen vier untersuchten Replikaten  identifi‐
ziert. Davon konnten auf Grund ihrer spezifischen Massen 57 eindeutig den in Tabelle 
3‐1 angegebenen Substanzen zugeordnet werden. Es handelt sich dabei hauptsächlich 
um Metabolite der Stoffklassen Aminosäuren, Zucker und organische Säuren. Bei den 
Aminosäuren wurden 17 der 20 detektiert, nur Leucin, Asparaginsäure und Glutamin‐
säure konnten mittels dieser Messungen nicht detektiert werden. Analysiert wurden 
die erhaltenen Daten wie unter 2.2.20.2 beschrieben. 
 
Tabelle 3‐1: Identifizierte Substanzen in der GC‐MS 
Substanz 
GT‐DE 100 ppm 
MW            SF 
GT‐DEF 100 ppm 
MW             SF 
GT‐DE 400 ppm 
MW            SF 
GT‐DEF 400 ppm 
MW              SF 
4‐amino‐
Butyrat 
267361  106631  321718  124768  133730  49130  194019  81841 
Acetyl‐Serin  531373  105483  548668  55012  713293  86951  707175  84813 
Alanin  537741  87244  520905  80439  776718  22150  732184  65594 
Arabinose  426942  111374  526959  169496  441668  136752  486485  164501 
Arginin  488793  56090  542088  40127  547685  71007  537819  42437 
Ascorbat  270780  27908  245045  79391  170097  37269  200831  74131 
Asparagin  494005  69341  459833  51261  272425  41722  242271  27928 
Aspartat  206876  27252  208991  40108  577732  120389  535471  136277 
Benzoat  461531  182564  493560  196295  450204  177011  455422  177437 
Caffeicacid  690747  20913  759154  8138  762178  42723  722943  29641 
Citrat  563027  67156  467192  57894  494675  54804  472276  54493 
Cystein  375532  130067  353662  136561  504328  124365  472504  138945 
Erytrithol  247954  105776  278895  128110  227002  98269  241817  106226 
Fructose  250095  65300  347039  103479  253404  155390  241653  132754 
Fucose  453984  118203  453774  102187  523372  89567  515710  84362 
Fumarat  678052  62928  745698  43217  688736  20210  680910  47614 
Galactinol  291477  138024  314340  101409  181029  88709  214370  112378 
Galactose  403720  94640  353492  102977  453016  51664  500279  63665 
Gluconat  533025  62871  577883  76453  624449  55263  607104  95450 
Glucose  160170  73494  231890  126105  588408  104632  613276  112679 
Glutamat  414043  22568  449664  25773  614975  71463  641770  118209 
Glutamin  203541  48607  225975  26609  377656  84765  369626  106530 
Glycerat  461477  105911  486079  122405  355525  81238  394098  113233 
Glycerol  347163  57533  347908  69081  374588  68685  372014  104855 
Glycin  568373  135760  469586  169261  74032  26812  68949  22999 
Inositol  402307  59004  448426  50455  435568  66923  433837  100335 
Isoleucin  368521  165982  379344  183015  135143  46611  139598  52824 
Lactat  845116  21684  827597  23874  819713  5069  799899  38989 
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Lysin  512588  56700  443213  78873  248125  55705  245052  57868 
Malat  698937  52326  621417  49227  603709  24547  542093  45982 
Maltose  797486  62144  775396  53838  673072  60883  655287  56648 
Manitol  305123  189858  344976  176895  606614  121556  591760  118404 
Methionin  291050  132550  328314  150302  450794  205747  498143  232159 
Nicotinicacid  521318  136569  566648  112946  538175  101504  537487  106834 
Oxoglutarat  356997  101078  302983  119149  63054  12220  62069  5877 
Phenylalanin  370677  93610  432076  115136  394730  35379  394386  29424 
Phosphoricacid  584579  35032  564783  57189  563707  43541  600578  49701 
Picolinicacid  801741  23846  791222  28125  842266  14888  812513  36334 
Prolin  376902  63872  369819  97336  275870  94449  303421  109541 
Putrescin  594599  43973  665107  24122  676591  112977  667687  80519 
Pyruvat  544105  87069  509101  46950  537359  46973  536621  87554 
Raffinose  79606  28608  221751  66311  80596  32342  104290  49999 
Rhamnose  588924  133830  606727  145950  564716  116692  547952  116483 
Saccharicacid  674384  75787  727096  49154  707079  96548  678254  87921 
Serin  542216  111302  487322  108853  172251  22629  181357  42858 
Shikimat  235689  81598  223605  26838  409745  135266  423979  138248 
Sorbitol  660085  101439  646329  118839  681032  97350  677932  110651 
Spermidin  440267  26669  446669  56385  495025  67249  505069  83151 
Succinat  635601  38415  608518  47468  513884  42699  552402  18661 
Sucrose  354334  10606  458910  29587  778136  53975  781620  94688 
Threonin  424128  111251  400195  121481  268929  40988  281725  75132 
Tyramin  398010  88531  415670  100465  392159  87306  424649  98879 
Tyrosin  282053  160827  294985  173519  202393  157804  235104  193666 
Uracil  311332  171759  254393  139891  383948  201952  377774  198310 
Valin  439351  174712  497708  184173  289446  49884  282580  75736 
Xylose  580274  57286  575014  60321  457746  82008  427291  92745 
MW: „ProfileBuilder“‐Mittelwerte der Replikate; SF: Standardfehler der Replikate 
 
Unter „ambienten“ Bedingungen konnte für die detektierten Substanzen zwischen GT‐
DEF‐ und GT‐DE‐Pflanzen kein Unterschied  festgestellt werden. Beim Vergleich unter 
photorespiratorischen Bedingungen wurde für drei Substanzen, den Zuckern Sucrose, 
Glucose und Fructose, ein Unterschied gemessen. In Abbildung 3‐26 sind die Verände‐
rungen dieser Zucker dargestellt.  In Abbildung 3‐26 (A) sind die Ergebnisse der Pflan‐
zen, die unter 100 ppm CO2 gewachsen sind, zu sehen. Es ist eine eindeutige Erhöhung 
in dem Vorkommen der drei Zucker in den GT‐DEF‐Pflanzen verglichen mit den GT‐DE‐
Pflanzen messbar.  Bei  Fructose  erzielt man  eine  Erhöhung  von  37±6%,  bei Glucose 
34±10%  und  bei  Sucrose  30±8%.  Vergleicht man  die Menge  dieser  Zucker  bei  den 
Pflanzen, die unter 400 ppm CO2 gewachsen  sind  (Abbildung 3‐26  (B)),  so  sieht man 
dort  keine Unterschiede.  Es  kann  festgehalten werden,  dass  der  Anteil  an Glucose, 
Fructose und Sucrose  in den GT‐DEF‐Pflanzen  im Vergleich zu den GT‐DE‐Pflanzen bei 
100 ppm CO2 erhöht ist. 
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Parallel zu den Messungen der Zucker mittels GC‐MS, wurden die Zucker zur Verifizie‐
rung der Ergebnisse auch noch enzymatisch nachgewiesen (2.2.16.3.1, 2.2.16.3.2). Für 
die Messung wurden dieselben Proben wie  für die GC‐MS‐Analyse verwendet.  In Ab‐
bildung 3‐27  (A) sind die Ergebnisse der bei 100 ppm CO2 angezogenen Pflanzen ge‐
zeigt. Auch hier lässt sich eindeutig eine Erhöhung der Zucker‐Mengen in den GT‐DEF‐
Pflanzen erkennen. Für Fructose erhält man eine Erhöhung von 111±18%, für Glucose 
124±31% und für Sucrose 57±16%. Bei den unter 400 ppm CO2 angezogenen Pflanzen 
ist wie in der GC‐MS‐Messung keine Erhöhung zu erkennen (Abbildung 3‐27 (B)).  
Die Daten zeigen, dass unter photorespiratorischen Bedingungen eine Reduktion der 
Zuckermenge (Sucrose, Glucose und Fructose) in den GT‐DE‐Pflanzen stattfindet, wäh‐
rend eine solche Reduktion  in den GT‐DEF‐Pflanzen nicht zu detektieren  ist. In diesen 
Pflanzen  ist  das  Niveau  der  Zuckermengen  unter  „ambienten“  und  photorespirato‐
rischen Bedingungen gleich.  
Generell  ist  festzuhalten,  dass  die  gemessenen  Unterschiede  in  den  enzymatischen 
Messungen deutlicher und signifikant sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐26: Zucker‐Metabolitmessungen 
Dargestellt sind die Abundanzen der Zucker Fructose, Glucose und Sucrose  in GT‐DEF‐Pflanzen  im Ver‐
gleich zu GT‐DE‐Pflanzen.  In (A) sind die Abundanzen der Zucker unter 100 ppm CO2 dargestellt,  in (B) 
die unter 400 ppm CO2. Jeder Datenpunkt basiert auf drei unabhängigen Experimenten, die mit segre‐
gierenden GT‐DEF‐Populationen durchgeführt wurden. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
GT‐DE, Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase den kompletten kata‐
bolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, die den kompletten kataboli‐
schen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren 
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Abbildung 3‐27: Enzymatische Zuckermessungen 
Dargestellt sind die Mengen der Zucker Fructose, Glucose und Sucrose in GT‐DEF‐Pflanzen im Vergleich 
zu GT‐DE‐Pflanzen.  In  (A)  sind die  enzymatisch  gemessenen Mengen der  Zucker unter  100 ppm CO2 
dargestellt,  in (B) die unter 400 ppm CO2. Jeder Datenpunkt basiert auf drei unabhängigen Experimen‐
ten, die mit segregierenden GT‐DEF‐Populationen durchgeführt wurden. Die Proben sind exakt die glei‐
chen, die auch  für die GC‐MS‐Analyse verwendet wurden. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler 
an. GT‐DE, Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase den kompletten 
katabolischen  E.  coli  Glycolat‐Stoffwechselweg  exprimieren  ;  GT‐DEF,  Pflanzen,  die  den  kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; *, P<0,05; **, P<0,01. 
 
 
3.2.5 Veränderungen in den RNA‐Mengen 
Neben dem Einfluss auf den Metabolismus sollte auch der Einfluss des photorespirato‐
rischen Bypass auf die Genexpression bzw. die RNA‐Mengen untersucht werden. Aus 
diesem Grund wurden RNAs  aus  den  Pflanzen  isoliert  und  auf ATH1‐Microarraychip 
der Firma Affymetrix gemessen (2.2.25). Verglichen wurden hierbei drei verschiedene 
Genotypen bei  zwei verschiedenen CO2‐Bedingungen. Bei den Genotypen handelt es 
sich um Wildtypen, GT‐DE‐Pflanzen (Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli 
Glycolatdehydrogenase  den  kompletten  katabolischen  E.  coli  Glycolat‐Stoffwechsel‐
weg exprimieren) und GT‐DEF‐Pflanzen  (Pflanzen, die den  kompletten  katabolischen 
E. coli  Glycolat‐Stoffwechsel‐weg  exprimieren),  bei  den  CO2‐Bedingungen  um  „am‐
biente“ (400 ppm CO2) und photorespiratorische (100 ppm CO2). Bei den photorespira‐
torischen Bedingungen sind die Pflanzen nicht die komplette Wachstumsphase bei 100 
ppm CO2 gewachsen, sondern wurden vor der Ernte  für 24 h bei 100 ppm CO2  inku‐
biert. Es wurden zwei unabhängige biologische Replikate angefertigt und miteinander 
verglichen. 
Zu Beginn der Auswertung, wurde die Qualität und Vergleichbarkeit der unterschied‐
lichen Proben auf den Microarrays untersucht. Diese Qualitätskontrolle wurde mittels 
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der statistischen „Sprache“ „R“   (Ihaka und Gentleman, 1996)  im Programm „Biocon‐
ductor“ (Gentleman et al., 2004) durchgeführt. 
In Abbildung 3‐28  sind die „Perfect Match“  Intensitäten der einzelnen hybridisierten 
Proben dargestellt. Anhand dieser Darstellung kann man Arrays mit generell höherer 
bzw. niedrigerer Intensität herausfiltern oder auch Sättigungseffekte erkennen. Da der 
Verlauf der Kurven sehr ähnlich  ist, kann gesagt werden, dass es keine großen Unter‐
schiede hinsichtlich der Intensitäten der einzelnen Arrays gibt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐28: PM („perfect match“) Intensitäten 
Dargestellt  ist die Verteilung der PM‐Werte  für  jede einzelne hybridisierte Probe. Es  ist  zu erkennen, 
dass die einzelnen Kurven einen ähnlichen Verlauf zeigen.  
hyb5821: WT  100  ppm  1.Replikat;  hyb5822:  GT‐DE  100  ppm  1.Replikat;  hyb5823:  GT‐DEF  100  ppm 
1.Replikat; hyb5824: WT 400 ppm 1.Replikat; hyb5825: GT‐DE 400 ppm 1.Replikat; hyb5826: GT‐DEF 400 
ppm 1.Replikat; hyb5827: WT 100 ppm 2.Replikat; hyb5828: GT‐DE 100 ppm 2.Replikat; hyb5829: GT‐
DEF  100  ppm  2.Replikat;  hyb5830:  WT  400  ppm  2.Replikat;  hyb5831:  GT‐DE  400  ppm  2.Replikat; 
hyb5832: GT‐DEF 400 ppm 2.Replikat 
 
In Abbildung 3‐29 sind die RNA‐Degradationskurven dargestellt. Diese Darstellung er‐
möglicht eine Aussage über die Qualität der RNA. Die  individuellen Proben eines Pro‐
bensatzes sind nach dem 5‘‐Ende der detektierten RNA‐Sequenz sortiert. Da die RNA‐
Degradation normalerweise vom 5‘‐Ende beginnt, erwartet man eine Abschwächung 
der Proben‐Intensitäten von 3‘ nach 5‘, was  in der Abbildung auch deutlich zu sehen 
ist. Ein entscheidendes Kriterium  ist, dass die Linien mehr oder weniger parallel zuei‐
nander verlaufen. Da die Kurven parallel  zueinander verlaufen, kann gesagt werden, 
dass die Qualität der eingesetzten RNAs gut ist und zudem eine vergleichbare Qualität 
aller betrachteten Proben gegeben ist. 
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Abbildung 3‐29: RNA‐Degradation 
Dargestellt  sind  die  RNA‐Degradationskurven.  Anhand  der  RNA‐Degradationskurven  ist  eine  Aussage 
über die RNA‐Qualität möglich. Zur Erstellung der Kurven wurde von  jedem Chip die  log2 PM‐Werte  in 
Abhängigkeit ihrer Position im Probensatz zusammengefasst und der Mittelwert gebildet. Die Mittelwer‐
te der  Probensätze wurden dann  gegen  ihre  Position  aufgetragen. Man  erkennt, dass die  Linien der 
einzelnen Probensätze parallel zueinander verlaufen.  
hyb5821: WT  100  ppm  1.Replikat;  hyb5822:  GT‐DE  100  ppm  1.Replikat;  hyb5823:  GT‐DEF  100  ppm 
1.Replikat; hyb5824: WT 400 ppm 1.Replikat; hyb5825: GT‐DE 400 ppm 1.Replikat; hyb5826: GT‐DEF 400 
ppm 1.Replikat; hyb5827: WT 100 ppm 2.Replikat; hyb5828: GT‐DE 100 ppm 2.Replikat; hyb5829: GT‐
DEF  100  ppm  2.Replikat;  hyb5830:  WT  400  ppm  2.Replikat;  hyb5831:  GT‐DE  400  ppm  2.Replikat; 
hyb5832: GT‐DEF 400 ppm 2.Replikat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐30: „Boxplot“ 
Dargestellt sind die “Boxplots” der log2 Rohsignal‐Intensitäten der jeweiligen Hybridisierungen. Dadurch 
ist ein paralleler Vergleich der Intensitäten möglich. Es ist zu erkennen, dass die Signale eine vergleich‐
bare Verteilung der Intensitäten haben. 
hyb5821: WT  100  ppm  1.Replikat;  hyb5822:  GT‐DE  100  ppm  1.Replikat;  hyb5823:  GT‐DEF  100  ppm 
1.Replikat; hyb5824: WT 400 ppm 1.Replikat; hyb5825: GT‐DE 400 ppm 1.Replikat; hyb5826: GT‐DEF 400 
ppm 1.Replikat; hyb5827: WT 100 ppm 2.Replikat; hyb5828: GT‐DE 100 ppm 2.Replikat; hyb5829: GT‐
DEF  100  ppm  2.Replikat;  hyb5830:  WT  400  ppm  2.Replikat;  hyb5831:  GT‐DE  400  ppm  2.Replikat; 
hyb5832: GT‐DEF 400 ppm 2.Replikat 
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Anhand des in Abbildung 3‐30 dargestellten „Boxplots“ ist ein paralleler Vergleich der 
Rohsignal‐Intensitäten möglich. Auf Grund der Tatsache, dass für alle Arrays eine ver‐
gleichbare mittlere Gesamtintensität gegeben  ist,  lassen sich  in späteren Betrachtun‐
gen  einzelner Gene Unterschiede  klar  auf die biologische Behandlung der  einzelnen 
Proben zurückführen. 
In Abbildung 3‐31  ist die Korrelation der RMA‐Expressionswerte dargestellt. Anhand 
dieser Korrelation ist zu erkennen, dass es zwei Haupt‐Cluster gibt. Diese bestehen aus 
den Proben bei 400 ppm CO2 und denen bei 100 ppm CO2. Allerdings lassen sich uner‐
warteterweise innerhalb der 100 ppm Proben zwei weitere Cluster unterscheiden. Die‐
se ergeben sich aus den beiden unterschiedlichen biologischen Replikaten. Der Unter‐
schied zwischen den Replikaten  ist gering und der Hauptunterschied  ist eindeutig auf 
die CO2‐Wachstumsbedingungen zurückzuführen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐31: Korrelation der RMA („Robust Multi‐Array Average“) Expressionswerte 
Dargestellt  ist die  Korrelation der RMA‐Expressionswerte  für die  einzelnen  Proben.  Es  sind  eindeutig 
zwei Cluster zu erkennen, die Proben bei 400 ppm CO2 und die bei 100 ppm CO2. 
hyb5821: WT  100  ppm  1.Replikat;  hyb5822:  GT‐DE  100  ppm  1.Replikat;  hyb5823:  GT‐DEF  100  ppm 
1.Replikat; hyb5824: WT 400 ppm 1.Replikat; hyb5825: GT‐DE 400 ppm 1.Replikat; hyb5826: GT‐DEF 400 
ppm 1.Replikat; hyb5827: WT 100 ppm 2.Replikat; hyb5828: GT‐DE 100 ppm 2.Replikat; hyb5829: GT‐
DEF  100  ppm  2.Replikat;  hyb5830:  WT  400  ppm  2.Replikat;  hyb5831:  GT‐DE  400  ppm  2.Replikat; 
hyb5832: GT‐DEF 400 ppm 2.Replikat 
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In Abbildung 3‐32 ist die PCA („principal component analysis“) der RMA‐Werte darge‐
stellt.  In  dieser Analyse werden  die  Proben  anhand  unterschiedlicher  Komponenten 
klassifiziert. Es sind wie bei der Korrelation der RMA‐Werte eindeutig zwei Cluster zu 
erkennen, die Proben bei 400 ppm CO2 und die bei 100 ppm CO2. Dies belegt, dass der 
Hauptunterschied  zwischen  den  einzelnen  Proben  durch  die  CO2‐Bedingugnen  be‐
stimmt wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐32: PCA („principal component analysis”) der RMA‐Werte  
Dargestellt  ist die PCA‐Analyse der RMA‐Werte für die einzelnen Proben. In dieser Analyse werden die 
Proben anhand unterschiedlicher Komponenten klassifiziert. Es sind wie bei der Korrelation der RMA‐
Werte eindeutig zwei Cluster zu erkennen, die Proben bei 400 ppm CO2 und die bei 100 ppm CO2. 
hyb5821: WT  100  ppm  1.Replikat;  hyb5822:  GT‐DE  100  ppm  1.Replikat;  hyb5823:  GT‐DEF  100  ppm 
1.Replikat; hyb5824: WT 400 ppm 1.Replikat; hyb5825: GT‐DE 400 ppm 1.Replikat; hyb5826: GT‐DEF 400 
ppm 1.Replikat; hyb5827: WT 100 ppm 2.Replikat; hyb5828: GT‐DE 100 ppm 2.Replikat; hyb5829: GT‐
DEF  100  ppm  2.Replikat;  hyb5830:  WT  400  ppm  2.Replikat;  hyb5831:  GT‐DE  400  ppm  2.Replikat; 
hyb5832: GT‐DEF 400 ppm 2.Replikat 
 
Nach der Qualitätskontrolle wurden die Daten weiter ausgewertet und die Verände‐
rungen zwischen den Einzelsituationen  in den Metabolismus eingeordnet. Es wurden 
keine Einzelgene betrachtet, da Veränderungen in diesen bei der geringen Replikatzahl 
auf  zufälligen  Schwankungen  beruhen  könnten.  Sind  hingegen  viele Gene  innerhalb 
eines Stoffwechselweges reguliert und ist dies in Abhängigkeit vom Genotyp oder den 
CO2‐Bedingungen  in  beiden  Replikaten  nachweisbar,  so  kann  dies  als  guter Hinweis 
und Ansatzpunkt für weitere Versuche gewertet werden.  
Zur Erstellung dieser Daten wurden die aus dem ATH1‐Microarray erhaltenen MAS5‐
Daten  verwendet. Die  Signifikanzgrenze wurde  auf p≤0,05  gesetzt und die Verände‐
rung  in der Amplitude wurde  als  log2(Wert bei  100ppm oder Genotyp  1  / Wert bei 
400 ppm oder Genotyp 2) berechnet  (Blasing et al., 2005). Die Abbildungen wurden 
mit dem Programm „MapMan“ erstellt  (Thimm et al., 2004; Usadel et al., 2005) und 
beruhen auf zwei unabhängigen Experimenten. Rote Kästchen stellen eine Reduktion, 
blaue eine Induktion dar. Die Intensität der Farbe gibt das Niveau an. 
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(A)
(B)
In Abbildung 3‐33 ist der Vergleich zwischen GT‐DE‐ und Wildtyp‐Pflanzen bei den un‐
terschiedlichen CO2‐Bedingungen dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐33: Veränderungen der RNA‐Amplituden  innerhalb des Zentralmetabolismus  im Vergleich zwischen 
GT‐DE‐Pflanzen und Wildtyp‐Pflanzen 
Dargestellt sind die Veränderungen der RNA‐Mengen im Zentralmetabolismus der Pflanze. In (A) ist der 
Vergleich zwischen GT‐DE‐ und Wildtyp‐Pflanzen bei 400 ppm CO2 dargestellt,  in  (B) der bei 100 ppm 
CO2. Rote Kästchen stellen eine Reduktion, blaue eine  Induktion dar. Die  Intensität der Farbe gibt das 
Niveau an. 
GT‐DE, Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase den kompletten kata‐
bolischen  E.  coli  Glycolat‐Stoffwechselweg  exprimieren.  Die  Amplitude  wurde  über  log2(GT‐DE/WT) 
berechnet. 
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Dieser Vergleich wurde  durchgeführt,  da  in  anderen Versuchen  (u.a. Metabolitmes‐
sungen) große Unterschiede zwischen Wildtyp‐Pflanzen und transgenen Pflanzen, auch 
wenn  sie  nicht  den  vollständigen  katabolischen  E.  coli Glycolat‐Stoffwechselweg  ex‐
primieren, beobachtet wurden. Bei der Betrachtung der Veränderungen  in den RNA‐
Amplituden fällt auf, dass unter beiden getesteten CO2‐Bedingungen keine großen Un‐
terschiede zwischen diesen beiden Genotypen detektierbar sind. Einzelne Unterschie‐
de sind  im Sekundärmetabolismus, dem Lipidstoffwechsel und dem Zellwandmetabo‐
lismus, erkennbar. Alle weiteren Unterschiede sind von der Amplitude her eher gering. 
Für weitere vergleichende Analysen zwischen Genotypen kann man sich auf den Ver‐
gleich mit GT‐DE‐Pflanzen beschränken. 
In  den  folgenden  drei  Abbildungen  (Abbildung  3‐34,  Abbildung  3‐35  und  Abbildung 
3‐36)  sind  die  Veränderungen  in  den  RNA‐Amplituden  in  den  einzelnen Genotypen 
beim Vergleich  zwischen 100 ppm und 400 ppm CO2 dargestellt. Anhand dieser Be‐
trachtung können die Einflüsse durch die photorespiratorischen Bedingungen  identifi‐
ziert werden. Für alle drei Genotypen ist zu sehen, dass es in allen betrachteten Stoff‐
wechselwegen Veränderungen gibt. Vergleicht man  in dieser Betrachtung die einzel‐
nen Genotypen untereinander, so sieht man keine offensichtlichen Unterschiede. Die 
meisten  Veränderungen  findet man  in  allen  drei Genotypen  im  Sekundärmetabolis‐
mus, den Lipidstoffwechselwegen und der Zellwandsynthese. Auffällig  ist, dass es  im 
Bereich  der  Photorespiration  nur  zu  wenigen  und  nicht  starken  Veränderungen 
kommt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐34: Veränderungen der RNA‐Amplituden innerhalb des Zentralmetabolismus von Wildtyp‐Pflanzen 
Dargestellt sind die Veränderungen der RNA‐Mengen  im Zentralmetabolismus der Wildtyp‐Pflanzen im 
Vergleich zwischen 100 ppm CO2 und 400 ppm CO2. Rote Kästchen stellen eine Reduktion, blaue eine 
Induktion dar. Die Intensität der Farbe gibt das Niveau an. Die Amplitude wurde über log2(100 ppm/400 
ppm) berechnet. 
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Abbildung 3‐35: Veränderungen der RNA‐Amplituden innerhalb des Zentralmetabolismus von GT‐DE‐Pflanzen 
Dargestellt  sind die Veränderungen der RNA‐Mengen  im Zentralmetabolismus der GT‐DE‐Pflanzen  im 
Vergleich zwischen 100 ppm CO2 und 400 ppm CO2. Es ist ein vergleichbares Muster wie bei den Wildty‐
pen (Abbildung 3‐34) zu erkennen. Rote Kästchen stellen eine Reduktion, blaue eine Induktion dar. Die 
Intensität der Farbe gibt das Niveau an. 
GT‐DE, Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase den kompletten kata‐
bolischen E.  coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren. Die Amplitude wurde über  log2(100 ppm/400 
ppm) berechnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐36: Veränderungen der RNA‐Amplituden innerhalb des Zentralmetabolismus von GT‐DEF‐Pflanzen 
Dargestellt sind die Veränderungen der RNA‐Mengen  im Zentralmetabolismus der GT‐DEF‐Pflanzen  im 
Vergleich zwischen 100 ppm CO2 und 400 ppm CO2. Es ist ein vergleichbares Muster wie bei den Wildty‐
pen  (Abbildung  3‐34)  und GT‐DE‐Pflanzen  (Abbildung  3‐35)  zu  erkennen.  Rote  Kästchen  stellen  eine 
Reduktion, blaue eine Induktion dar. Die Intensität der Farbe gibt das Niveau an. 
GT‐DEF, Pflanzen, die den kompletten katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren. Die 
Amplitude wurde über log2(100 ppm/400 ppm) berechnet. 
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Da es nicht möglich war in der Betrachtung der einzelnen Genotypen Unterschiede zu 
identifizieren, wurden die Veränderungen  in der Menge der analysierten RNAs unter 
den beiden CO2‐Bedingungen zwischen GT‐DE‐ und GT‐DEF‐Pflanzen analysiert. Diese 
Genotypen wurden  verglichen,  da  es wie  in  3.2.4  beschrieben  eine  Korrelation  zwi‐
schen der Expression der F‐Untereinheit und dem Wachstum  (3.2.3.1) gibt.  In Abbil‐
dung 3‐37 sind die Ergebnisse dieses Vergleiches dargestellt. Bei dem Vergleich unter 
400 ppm CO2  sind  keine deutlichen Veränderungen  zu  sehen. Die Amplitude  in den 
einzelnen Veränderungen ist gering. Bei dem Vergleich unter 100 ppm CO2 ist die Ge‐
samtzahl  der  Veränderungen  ebenfalls  gering,  allerdings  gibt  es  einzelne  auffällige 
Veränderungen. Generell fällt auf, dass es sich bei den Veränderungen um Induktionen 
handelt.  Im  Bereich  des  Aminosäurestoffwechsels  sind  Induktionen  im  Bereich  von 
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan auffällig. Des Weiteren sind einzelne starke  In‐
duktionen  im  Bereich  des  Nucleotidstoffwechsels,  des  Sekundärmetabolismus,  der 
Lipidsynthese und der  Zellwandsynthese  zu  sehen. Besonders  auffällig  ist  auch hier, 
dass es im Bereich der Photorespiration scheinbar keine Unterschiede zwischen diesen 
beiden Genotypen gibt. 
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Abbildung 3‐37: Veränderungen der RNA‐Amplituden im Vergleich zwischen GT‐DEF‐ zu GT‐DE‐Pflanzen  
Dargestellt sind die Veränderungen der RNA‐Mengen im Zentralmetabolismus im Vergleich der GT‐DEF‐ 
mit den GT‐DE‐Pflanzen bei unterschiedlichen CO2‐Bedingungen. In (A) ist der Vergleich der beiden Ge‐
notypen bei 400 ppm CO2 gezeigt, in (B) bei 100 ppm CO2. Rote Kästchen stellen eine Reduktion, blaue 
eine Induktion dar. Die Intensität der Farbe gibt das Niveau an. 
GT‐DE, Pflanzen, die bis auf die F‐Untereinheit der E. coli Glycolatdehydrogenase den kompletten kata‐
bolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren; GT‐DEF, Pflanzen, die den kompletten kataboli‐
schen  E.  coli  Glycolat‐Stoffwechselweg  exprimieren.  Die  Amplitude  wurde  über  log2(GT‐DEF/GT‐DE) 
berechnet. 
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4 Diskussion 
Durch die  Identifizierung der mitochondrialen Glycolatdehydrogenase  in der höheren 
Pflanze Arabidopsis thaliana  (Bari et al., 2004) wurde der biochemisch und genetisch 
gut charakterisierte photorespiratorische Weg  in höheren Pflanzen (Tolbert, 1997) als 
allein  Existierender  in  Frage  gestellt.  So  besitzt  zumindest Arabidopsis  nicht  nur  die 
peroxisomale Glycolatoxidase  als Glycolat oxidierendes Enzym,  sondern  auch die er‐
wähnte mitochondriale Glycolatdehydrogenase, die man aus Chlorophyten kennt (1.3) 
(Frederick et  al., 1973).  In der  vorliegenden Arbeit  sollte die Glycolatdehydrogenase 
aus  Arabidopsis  thaliana  näher  untersucht  und  die  Beteiligung  des mitochondrialen 
Glycolatstoffwechsels an der Photorespiration analysiert werden. Anhand der Ergeb‐
nisse soll nun sowohl eine Einordnung in die in 1.3 beschriebene Evolution der Photo‐
respiration  als  auch  die  Bedeutung  dieses  alternativen  Stoffwechselweges  diskutiert 
werden. 
In dem  zweiten Teil der Diskussion  sollen Einfluss und Auswirkung des unter 1.4 be‐
schriebenen  gentechnologischen  Ansatzes  zur  Umgehung  des  „normalen“  photo‐
respiratorischen Weges  kritisch betrachtet werden. Wesentliche Punkte hierbei  sind 
die Auswirkungen auf Photosynthese und Photorespiration sowie auf das veränderte 
Wachstum  der  transgenen  Pflanzen.  Einen  weiteren  Aspekt  stellt  der  Einfluss  der 
Transgene auf den Gesamtmetabolismus und das Transkriptom der Pflanze dar. 
 
 
4.1 Einfluss mitochondrialer Glycolatoxidation auf die Photorespiration 
4.1.1 Funktion und Einfluss von AtGDH auf die Photorespiration 
Betrachtet man die in Abbildung 3‐1 dargestellten Ergebnisse zur mRNA‐Akkumulation 
und enzymatischen Aktivität von AtGDH, so kann man deutlich erkennen, dass unter 
photorespiratorischen  Bedingungen  in  beiden  Fällen  eine  Erhöhung  um  das  ca.  2,5 
fache festzustellen  ist. Die Ergebnisse der AtGDH‐Mutanten (Abbildung 3‐2) bezüglich 
der  gemessenen  Aktivität  bestätigen,  dass  diese  Erhöhung  eindeutig  auf  AtGDH  zu‐
rückzuführen  ist. Diese Resultate  zeigen, dass AtGDH durch photorespiratorische Pa‐
rameter beeinflusst wird. Allerdings werfen die Mutanten, die keinen offensichtlichen 
Phänotyp zeigen (Daten nicht gezeigt), auch Fragen auf. Im Gegensatz zu den AtGDH‐
Mutanten  zeigen Mutanten  in  den meisten Genen,  die  für  Enzyme  des  „normalen“ 
photorespiratorischen Weges kodieren, einen eindeutigen Phänotyp. Sie sind nicht  in 
der Lage unter atmosphärischen CO2‐Bedingungen zu wachsen (Somerville und Ogren, 
1982).  Dies  belegt  eindeutig  die  Bedeutung  dieses  Stoffwechselweges.  Umgekehrt 
würde diese Beobachtung somit bedeuten, dass die mitochondriale Glycolatoxidation 
nicht essentiell ist.  
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Allerdings belegen verschiedene Beispiele, dass die Komplexität der Photorespiration 
und  viele  an  ihr  beteiligte  biochemische  Stoffwechselwege  noch  nicht  ausreichend 
charakterisiert  und  verstanden  sind.  So  konnte  zum  Beispiel  gezeigt  werden,  dass  
Chloroplasten‐Extrakte  in  Abwesenheit  von  Peroxisomen  und Mitochondrien  in  der 
Lage sind, Glycolate (Goyal und Tolbert, 1996; Kebeish et al., 2007) und Glyoxylat (Ki‐
saki und Tolbert, 1969; Zelitch, 1972; Oliver, 1981) zu CO2 zu oxidieren. Ein weiteres 
Beispiel  ist die nicht‐enzymatische Decarboxylierung von Glyoxylat zu Format  im Per‐
oxisom.  Das  dabei  entstehende  Produkt  dient  als  Kohlenstoffdonor  in  der  mito‐
chondrialen  Synthese  von  Serin  aus Glycin  (Singh  et  al.,  1986; Wingler  et  al.,  1999; 
Wingler et al., 2000). Da dieser Stoffwechselweg keiner Transaminierungsreaktion be‐
darf, wird  vermutet,  dass  er  erst  unter Nitratmangel  von  Bedeutung  ist.  Betrachtet 
man  jedoch die  Stickstofffreisetzung und  ‐refixierung  innerhalb der Photorespiration 
(Abbildung  1‐3),  so  fällt  auf,  dass  es  sich  eigentlich  um  einen  in  sich  geschlossenen 
Kreislauf handelt. Damit wäre dieser vollkommen unabhängig von der Nitratverfügbar‐
keit. Ein weiteres Beispiel, dass verdeutlicht, wie wenig über die genauen Abläufe be‐
kannt  ist,  ist die kürzlich beschriebene Beteiligung cytosolischer Stoffwechselwege an 
der Photorespiration. So konnten Timm et al. zeigen, dass eine cytosolisch lokalisierte 
Hydroxypyruvatreduktase an der Photorespiration beteiligt ist (Timm et al., 2008). Auf 
Grund dieser Beispiele  ist auch nicht auszuschließen, dass der mitochondriale Glyco‐
latmetabolismus unter bestimmten Bedingungen durchaus entscheidende Bedeutung 
hat. So kann man sich vorstellen, dass dieser Stoffwechselweg evtl. als eine Art Ventil 
fungiert, wenn der „normale“ photorespiratorische Weg überlastet ist. Zu dieser Theo‐
rie passen die Ergebnisse der mRNA‐Akkumulation und Proteinaktivität von AtGDH, die 
eine  signifikante  Erhöhung  unter  photorespiratorischen  Bedingungen  zeigen  (3.1.1, 
3.1.2).  
Der Einfluss von AtGDH auf die Photorespiration ist eindeutig an den „Post Illumination 
CO2‐Burst“ (PIB) und Glycin/Serin Daten zu sehen. Beide sind Parameter, die direkt mit 
der Rate der Photorespiration korrelieren (Laisk und Sumberg, 1994; Novitskaya et al., 
2002). Sie geben Aufschluss über den Fluss durch die Photorespiration. Wie  in Abbil‐
dung 3‐9 zu sehen ist, findet man in den AtGDH‐Mutanten eine signifikante Reduktion 
des PIB. Dies lässt darauf schließen, dass der Fluss durch die Photorespiration reduziert 
ist. Die  erhaltenen  Ergebnisse  passen  zu  den  gemessenen Werten  des Glycin/Serin‐
Verhältnisses (Abbildung 3‐10 (B)). Die hier festgestellte Reduktion bedeutet zugleich, 
dass die Photorespiration reduziert ist. In beiden Fällen wurde die Messung unter pho‐
torespiratorischen Bedingungen durchgeführt  (100 ppm CO2), was eine erhöhte Oxy‐
genase‐Aktivität von RUBISCO bedeutet. Dies würde die These der Funktion des mito‐
chondrialen  Glycolatmetabolismus  als  Ventil  bekräftigen.  Die  Messungen  des  Gly‐
cin/Serin‐Verhältnisses  unter  „ambienten“  Bedingungen  (400  ppm  CO2)  (Abbildung 
3‐10  (A))  zeigen keine Unterschiede  zwischen den Mutanten und dem Wildtyp. Dies 
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spricht  dafür,  dass  unter  diesen  Bedingungen  der  mitochondriale  Glycolatmeta‐
bolismus nur eine untergeordnete Rolle spielt. 
Unterstützende Argumente dafür, dass der „normale“ photorespiratorische Weg und 
der mitochondriale  im Mitochondrium  an einer bestimmten  Stelle  zusammenlaufen, 
liefern  die  Ergebnisse  der  radioaktiven Markierung  isolierter Mitochondrien  (3.1.3). 
Wie anhand des Versuchs mit radioaktivem Glycolat  (Abbildung 3‐3) zu sehen  ist, er‐
hält man eine eindeutige Reduktion der CO2‐Freisetzung in den AtGDH‐Mutanten. Dies 
würde man anhand der bisher dargestellten Ergebnisse auch erwarten, da AtGDH  im 
Mitochondrium für die Umsetzung von Glycolat verantwortlich  ist. Entscheidender  ist 
jedoch, dass aus dem Glycolat eine CO2‐Freisetzung entsteht. Zusammen mit den Er‐
gebnissen der CO2‐Freisetzung  aus Glycin  (3.1.3.2) belegt dies, dass eine  Interaktion 
zwischen  mitochondrialer  Glycolatoxidation  und  der  „normalen“  Photorespiration, 
genauer  gesagt  dem  an  der  Photorespiration  beteiligtem  Glycindecarboxyla‐
se/Serinhydroxymethyltransferase‐Enzymkomplex,  stattfindet.  In  dieses  Bild  passen 
auch die Resultate der gemessenen photorespiratorischen Parameter PIB und das Gly‐
cin/Serin‐Verhältnis.  
Vergleicht man die Ergebnisse der CO2‐Freisetzung aus Glycolat mit denen aus Glycin 
(Abbildung 3‐4), so stellt man  fest, dass aus dem Glycolat  lediglich etwa 5% des CO2 
freigesetzt werden, welches aus Glycin  freigesetzt werden kann. Dies mag daran  lie‐
gen, dass  für diese Versuche Mitochondrien  aus Pflanzen  isoliert wurden, die unter 
„ambienten“ Bedingungen (400 ppm CO2) herangewachsen sind. Alle Messungen, so‐
wohl  Transkription,  Enzymaktivität  als  auch  photorespiratorische  Parameter weisen 
darauf hin, dass eine Induktion von AtGDH nur unter photorespiratorischen Bedingun‐
gen stattfindet. Allerdings darf nicht davon ausgegangen werden, dass diese Induktion 
stark genug  ist, um den Unterschied  in der CO2‐Freisetzung auszugleichen. Die hohe 
Kapazität  des  Glycindecarboxylase/Serinhydroxymethyltransferase‐Enzym‐komplexes 
Glycin zu Serin umzuwandeln deutet gleichzeitig darauf hin, dass dieser keine Limitie‐
rung darstellt und somit die Theorie unterstützt, dass beide Stoffwechselwege  im Mi‐
tochondrium zusammenlaufen und in beiden das erste gemeinsame Enzym der Glycin‐
decarboxylase/Serinhydroxymethyltransferase‐Enzymkomplex  ist. Diese Theorie muss 
allerdings  relativiert werden, da unter photorespiratorischen Bedingungen Glycin  im 
Mitochondrium akkumuliert (Daten nicht gezeigt) und dies eindeutig für eine Limitie‐
rung  durch  den  Glycindecarboxylase/Serinhydroxymethyl‐transferase‐Enzymkomplex 
spricht. Allerdings könnte man hier anführen, dass es durch das Glycin aus dem mito‐
chondrialen Glycolatstoffwechselweg zu der hohen Akkumulation von Glycin kommt. 
Generelle Voraussetzung  für das  Zusammenfließen der beiden  Stoffwechselwege  an 
diesem Punkt, wäre dann die Beteiligung einer Aminotransferase, die das Glyoxylat, 
welches durch AtGDH gebildet wird, zu Glycin  transaminiert, so dass dieses Glycin  in 
den „normalen“ Weg (Abbildung 1‐3) einfließen kann.  
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4.1.2 Beteiligung von Aminotransferasen an der mitochondrialen Glycolatoxidation 
Eine Beteiligung einer oder mehrerer Aminotransferasen an der mitochondrialen Gly‐
colatoxidation wäre nach der  in 4.1.1 beschriebenen Darstellung nötig, um das durch 
AtGDH  entstandene  Glyoxylat  zu  transaminieren.  Bioinformatische  Analysen  (Nakai 
und Horton, 1999) und  auch Proteom‐Analysen  (Millar et  al., 2001;  Ito et  al., 2006) 
bekräftigen  die  Annahme  des  Vorhandenseins  von  Aminotransferasen  im  Mito‐
chondrium. Des Weiteren unterstützen die in Abbildung 3‐5 und Abbildung 3‐6 darges‐
tellten Ergebnisse diese Theorie. So  führt die Zugabe von nichtradioaktiv markiertem 
Glycin  zu  einer  Inhibierung  der CO2‐Freisetzung, wohingegen  die  Zugabe  von Alanin 
oder Glutamat diese erhöht. Daraus wird ersichtlich, dass eine Transaminierung des 
Glyoxylats  stattfindet, da man die Reaktion mit Substrat, bzw. Produkt  fördern oder 
inhibieren kann. Da die Zugabe von Glutamat im Vergleich zu der Zugabe von Alanin zu 
einer verminderten Zunahme der CO2‐Freisetzung führt, kann man das oder die betei‐
ligten mitochondrialen Enzyme klar von der peroxisomalen Glutamat:Glyoxylat‐Amino‐
transferase unterscheiden. Diese akzeptieren Alanin und Glutamat als gleich effizien‐
ten Aminodonor (Nakamura und Tolbert, 1983). Unterstützt wird die Beteiligung einer 
oder mehrerer mitochondrialer Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferasen auch durch Versu‐
che, die in Hafer durchgeführt wurden. So konnte gezeigt werden, dass Alanin, welches 
zu Blattscheiben  gegeben wurde,  effizienter  in Glycin  integriert wurde  als Glutamat 
(Betsche,  1983).  Mit  den  enzymatischen  Eigenschaften  der  Glutamat:Glyoxylat‐
Aminotransferase  ist  dies  nicht  zu  erklären,  die  mitochondrialen  Alanin:Glyoxylat‐
Aminotransferasen dagegen stellen durchaus eine mögliche Erklärung dar. 
Des Weiteren unterstützen die Ergebnisse der  Inhibierung der mitochondrialen Ami‐
notransferasen eine Beteiligung dieser am mitochondrialen Glycolatmetabolismus.  In 
Abbildung 3‐7  sind die Ergebnisse  zur  Inhibierung der Aminotransferasen dargestellt 
(diese Versuche wurden von Stefanie Gärtner im Rahmen ihrer Bachelor‐Arbeit durch‐
geführt). Der verwendete Inhibitor ist Aminooxyacetat, das mit dem Cofaktor der Ami‐
notransferasen  interagiert  und  damit  zur  Inhibierung  führt. Nach  der  Zugabe  dieses 
Inhibitors  ist eine eindeutig  reduzierte CO2‐Freisetzung aus  isolierten Mitochondrien‐
Extrakten zu erkennen. Es werden nur noch ca. 20% des maximal möglichen CO2 frei‐
gesetzt. Diese Ergebnisse bestätigen die Beteiligung von Aminotransferasen.  
Da es sich bei Aminooxyacetat allerdings nicht nur um einen Inhibitor der Aminotrans‐
ferasen handelt, sondern auch um einen der Glycindecarboxylase, wurde untersucht, 
ob der Reduktions‐Effekt in der CO2‐Freisetzung nicht evtl. auf die Inhibierung der Gly‐
cindecarboxylase  zurückzuführen  ist.  In Abbildung 3‐7  (B)  ist eindeutig  zu erkennen, 
das  dies  nicht  der  Fall  ist. Die  eingesetzte Aminoxyacetatkonzentration  inhibiert  die 
Glycindecarboxylase nur um etwa 20%, wobei die Reduktion der Aminotransferase bei 
ca. 80% liegt. Man kann aus diesen Daten schlussfolgern, dass an dem mitochondrialen 
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Glycolatstoffwechselweg  eine  oder mehrere  Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferasen  be‐
teiligt  sind. Um herauszufinden, welche Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferasen beteiligt 
sind, wurden weitere Untersuchungen durchgeführt.  
Durch Arbeiten von Stäbler und Nießen (unpubliziert) konnten zwei mögliche Kandida‐
ten  identifiziert werden. Es handelt sich dabei um At1g72330 (AGA‐2) und At1g17290 
(AGA‐6), die auf Grund bioinformatischer und Proteom‐Analysen  (Nakai und Horton, 
1999;  Millar  et  al.,  2001;  Ito  et  al.,  2006)  als  mitochondriale  Alanin:Glyoxylat‐
Aminotransferasen  in  Betracht  kommen.  Drei  weitere  Kandidaten  (At2g38400, 
At3g08860  und  At4g39660) wurden  nicht weiter  analysiert,  da  sie  zusätzlich  zur N‐
terminalen mitochondrialen Signalsequenz C‐terminale peroxisomen Signalsequenzen 
enthalten und  in den mitochondrialen Proteomanalysen nicht nachgewiesen werden 
konnten (Millar et al., 2001; Ito et al., 2006). Um die Annahme, dass es sich bei AGA‐2 
und  AGA‐6  um  die  am  mitochondrialen  Glycolatstoffwechselweg  beteiligten  Ala‐
nin:Glyoxylat‐Aminotransferasen handelt zu bestätigen, wurden Lokalisationsanalysen 
durchgeführt. Zur Durchführung dieser, wurden Fusionsproteine zwischen der  jeweili‐
gen Aminotransferase und dem rot‐fluoreszierenden‐Protein hergestellt. Das RFP wur‐
de  C‐Terminal  fusioniert,  da  die  beiden  untersuchten  Aminotransferasen  in  diesem 
Bereich  keine  Signalsequenzen  besitzen  und  somit  eine Überlagerung  dieser  ausge‐
schlossen werden kann. 
Wie in Abbildung 3‐8 zu sehen ist, gibt es eine eindeutige Kolokalisation zwischen den 
Aminotransferasefusionsproteinen AGA‐2‐rfp und AGA‐6‐rfp mit der  Fluoreszenz des 
Mito Tracker GreenFM, der  intakte Mitochondrien anfärbt. Die Fluoreszenz des Fusi‐
onsproteins  mit  RFP  ist  in  den  AGA‐6‐Konstrukten  stärker  als  in  den  AGA‐2‐
Konstrukten, was  evtl.  auf  eine  niedrigere  Expression  des  Fusionsproteins  zurückge‐
führt werden  kann  (Daten  nicht  gezeigt). Die Daten  bestätigen  die  Lokalisation  von 
AGA‐2  und  AGA‐6  und  damit  das  Vorhandensein  von  Alanin:Glyoxylat‐
Aminotransferasen  im Mitochondrium. Anhand dieser und der  für AtGDH erhaltenen  
Daten, wurde das  in Abbildung 4‐1 dargestellte Model zur Glycolatoxidation  im Mito‐
chondrium von Arabidopsis thaliana erstellt. 
Um die Beteiligung dieser Aminotransferasen an der mitochondrialen Glycolatoxidati‐
on näher analysieren zu können, wurden verschiedene RNAi‐Konstrukte erstellt (5.1). 
Da die beiden putativ beteiligten Aminotransferasen sowohl auf DNA‐Ebene (84%) als 
auch auf Protein‐Ebene (85%) hohe Homologien aufweisen, liegt die Vermutung nahe, 
dass sich diese beiden gegenseitig komplementieren können. Aus diesem Grund wur‐
den nicht nur RNAi‐Konstrukte  für die  jeweiligen Aminotransferasen hergestellt, son‐
dern  auch  für  die  Kombination  der  beiden Aminotransferasen  (Tabelle  5‐1). Mittels 
dieser Knock‐Down‐ bzw. Knock‐Out‐Mutanten soll in zukünftigen Versuchen die Betei‐
ligung  der  kodierten  Proteine  am mitochondrialen Glycolatmetabolismus  untersucht 
werden. 
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Abbildung 4‐1: Mitochondriale Glycolatoxidation in Arabidopsis thaliana 
Erweiterung der „normalen“ Photorespiration (Abbildung 1‐3) um die mitochondriale Glycolatoxidation. 
Das bei der Oxygenasereaktion der RUBISCO entstehende Glycolat wird nicht nur im Peroxisom, sondern 
auch im Mitochondrium oxidiert. Die Umwandlung von Glycolat zu Glyoxylat erfolgt dort über eine Gly‐
colatdehydrogenase (GDH). Die weitere Umwandlung des Glyoxylats zu Glycin kann in den Mitochond‐
rien  über  Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferasen  (AGA‐2/6)  erfolgen.  Das  entstehende  Glycin  kann  im 
„normalen“ photorespiratorischen Stoffwechselweg weiter verstoffwechselt werden. 
Die  entsprechenden  Stöchiometrien  sind  in  der  Abbildung  nicht  dargestellt.  RUBISCO:  Ribulose‐1,5‐
bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase,  RuBP:  Ribulose‐1,5‐bisphosphat,  PGP:  Phosphoglycolatphospha‐
tase,  GOX:  Glycolatoxidase,  GGAT:  Glyoxylat:Glutamat‐Aminotransferase,  SGAT:  Serin:Glyoxylat‐
Aminotransferase, GDC: Glycindecarboxylase, SHMT: Serinhydroxymethyltransferase, HPR: Hydroxypy‐
ruvatreduktase,  GK:  Glyceratkinase,  CAT:  Katalase,  GDH:  Glycolatdehydrogenase,  AGA‐2/6:  Ala‐
nin:Glyoxylat‐Aminotransferase 2 und/oder 6. 
 
 
4.1.3 Potenzielles „Dual‐Targeting“ von AtGDH 
Die zum heutigen Zeitpunkt verfügbaren Evidenzen  legen das Vorhandensein zahlrei‐
cher Nebenwege zur Photorespiration nahe. Bei den Labeling‐Versuchen zur Detektion 
des Weges des Glycolats  in Chloroplasten  transgener Pflanzen  (3.2.2)  fand man eine 
überraschende  Freisetzung  von markiertem  CO2  in  den  Kontrollpflanzen,  den Wild‐
typen  (3.2.2.1). Dies war unerwartet, da es keine eindeutigen Daten  zu einer Glyco‐
latoxidation  in den Chloroplasten gibt. Allerdings  konnten Goyal und Tolbert  zeigen, 
dass eine Glycolatoxidation  in den Chloroplasten der Alge Dunaliella und Spinat statt‐
findet. Dieses glycolatoxidierende System scheint mit der photosynthetischen  Elektro‐
nentransportkette assoziiert zu sein. Es wird vermutet, dass dadurch unter extremen 
Umweltbedingungen effizient Kohlenstoff aus dem Glycolat recycelt und Energie rege‐
neriert werden  kann. Des Weiteren wird  vermutet,  dass  die  chloroplastidäre Glyco‐
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latoxidation unter niedrigen CO2‐Bedingungen durch die Bereitstellung von Produkten 
des C3‐Zyklus basale Raten des Metabolismus aufrechterhält und somit ein Überleben 
des Organismus  gewährleistet  (Goyal  und  Tolbert,  1996).  Zusätzlich  gab  es weitere 
ähnliche  Beobachtungen  (Kisaki  und  Tolbert,  1969;  Zelitch,  1972; Oliver,  1981),  ge‐
nauere Analysen und Informationen über den Ablauf eines solchen Stoffwechselweges 
im Chloroplasten liegen jedoch nicht vor.  
Es entstand die Idee, dass es sich bei dem glycolatoxidierenden Enzym möglicherweise 
um  AtGDH  handeln  könnte. Um  dies  zu  untersuchen, wurden  Lokalisationsanalysen 
sowohl  in vivo als auch  in vitro durchgeführt (3.1.6). Bei den  in vivo Lokalisationsana‐
lysen konnte eine Lokalisation  in den Mitochondrien und Chloroplasten gezeigt wer‐
den (Abbildung 3‐11). Diese Daten wiedersprechen den bisherigen Lokalisationsdaten 
von AtGDH  (Bari et al., 2004),  in denen  lediglich eine mitochondriale Lokalisation be‐
schrieben wurde. Dies mag daran liegen, dass sich die Nachweismethoden unterschei‐
den und  in den vorhergegangenen Analysen die Sensitivität der Detektion nicht hoch 
genug  war.  Unterstützt  werden  die  neuen  Ergebnisse  durch  in  vitro  Translations‐
Analysen (Abbildung 3‐11). Zur Untersuchung, ob eine spezifische Glycolatdehydroge‐
nase‐Enzymaktivität in den Chloroplasten nachweisbar ist, wurde mit isolierten Chloro‐
plastenextrakten ein GDH‐Enzymtest (2.2.16.2) durchgeführt. Die Ergebnisse  in Abbil‐
dung  3‐13  zeigen,  dass  eine  Glycolatdehydrogenase‐Aktivität  in  den  Chloroplasten‐
extrakten  der Wildtypen messbar  ist.  Zusätzlich wurde  diese Aktivität  auch  in  einer 
AtGDH‐Mutante gemessen, und es konnte eine eindeutige Reduktion festgestellt wer‐
den.  In beiden Fällen konnte die Aktivität durch die Zugabe von Kaliumcyanid  (KCN), 
einem  Inhibitor der Glycolatdehydrogenasen, vollständig  inhibiert werden. Diese Da‐
ten führen zusammen zu der Annahme, dass eine Glycolatdehydrogenase an der Oxi‐
dation  des  Glycolats  im  Chloroplasten  beteiligt  ist  und  dass  AtGDH möglicherweise 
nicht nur  im Mitochondrium vorkommt und aktiv  ist, sondern auch  im Chloroplasten. 
Allerdings konnte bei der radioaktiven Markierung isolierter Chloroplasten mit Glycolat 
in den AtGDH‐Mutanten keine klare Reduktion der CO2‐Freisetzung  im Vergleich zum 
Wildtyp gemessen werden. Dieses Ergebnis steht in einem klaren Widerspruch zu den 
Daten der enzymatisch gemessenen Glycolatdehydrogenase‐Aktivität. Möglicherweise 
ist die  Situation  im Chloroplasten ebenfalls nicht  so  trivial, und nicht nur ein Enzym 
erfüllt die Aufgabe der Glycolat‐Oxidation. So haben wir ein zweites Gen im Arabidop‐
sis Genom  identifiziert, welches  für eine Glycolatdehydrogenase kodieren könnte. Es 
handelt sich dabei um At4g36400, welches wie AtGDH (At5g06580) eine Ähnlichkeit zu 
Glycolatdehydrogenasen  von  anderen Organismen  von  ca.  45%  aufweist.  Allerdings 
kann diese Glycolatdehydrogenase die Widersprüche nicht erklären, da  sie  sonst  für 
eine Aktivität  im GDH‐Enzymtest der AtGDH‐Mutante  sorgen müsste und dort keine 
Reduktion messbar sein sollte. Ebenfalls können Spekulationen über eine chloroplasti‐
däre Glycolatoxidase die Widersprüche nicht erklären, da die Glycolatdehydrogenase‐
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Aktivität  in den Chloroplasten durch KCN vollständig  inhibierbar  ist und KCN keine  in‐
hibitorische Wirkung auf Glycolatoxidasen hat. Um die generierten Daten einordnen zu 
können, müssen weitere Analysen durchgeführt werden. 
Zusätzlich  sprechen momentan alle Analysen des Chloroplasten Proteoms gegen das 
Vorhandensein von AtGDH oder auch At4g36400  im Chloroplasten, da diese Proteine 
dort nicht detektiert werden konnten (Friso et al., 2004; Baginsky und Gruissem, 2006; 
Kleffmann et al., 2006; Peltier et al., 2006). 
Sollte  sich eine plastidäre Glycolatoxidation  in Zukunft eindeutig belegen  lassen und 
die beteiligten Enzyme  identifiziert werden, stellt sich die Frage der Funktion und des 
Nutzens dieser Glycolatoxidation. Eine Spekulation über die Funktion der plastidären 
Glycolatoxidation  ist, dass diese keinen Stickstoffverlust und keine Transaminierungs‐
reaktionen  beinhaltet  und  deshalb  unter  Stickstoffmangel  von  Bedeutung  ist           
(Somerville  und Ogren,  1981).  Allerdings  kann  dies  vor  dem Hintergrund  des  unter 
4.1.1 diskutierten geschlossen Stickstoffkreislaufs  in Frage gestellt werden. Ein weite‐
rer Vorteil wäre, dass Reduktionsäquivalente nicht aus dem Chloroplasten exportiert, 
sondern  sogar  produziert  würden.  Dies  könnte  unter  Bedingungen  in  denen  die 
NADPH‐Konzentrationen niedrig sind, z.B. bei niedrigem Licht, hilfreich sein. Allerdings 
wäre der Pool an Ribulose‐1,5‐bisphosphat wahrscheinlich sehr schnell aufgebraucht, 
wenn dieser nicht regeneriert wird. 
 
 
4.1.4 Zusammenfasssung und Ausblick 
Abschließend bleibt  festzuhalten, dass der peroxisomale und der mitochondriale Gly‐
colat‐Metabolismus scheinbar dieselben Reaktionsschritte besitzen. Nach der Oxidati‐
on des Glycolats schließt sich die Transaminierung zu Glycin an. Aus diesem Grund  ist 
es auch denkbar, dass nicht der eine photorespiratorische Weg nur als Ventil des ande‐
ren fungiert, sondern sie sich auch gegenseitig komplementieren können. Dies könnte 
auch  eine  Erklärung  dafür  sein,  dass Mutanten  in  der Glycolatoxidase  und  der Glu‐
tamat:Glyoxylat:Aminotransferase  nie  in  direkten  Screens  für  photorespiratorische 
Mutanten gefunden wurden. Für alle anderen an der Photorespiration beteiligten Ge‐
ne  findet man  jedoch Mutanten, die unter hohen CO2‐Bedingungen überleben, unter 
„ambienten“ jedoch nicht (Wingler et al., 2000; Reumann und Weber, 2006). 
Eine Reduktion der Glycolatoxidase führt in Tabak z.B. zu einem „licht‐sensitiven“ Phä‐
notyp, der nicht etwa hohe CO2‐Bedingungen zum normalen Wachstum braucht, son‐
dern reduziertes Licht (Yamaguchi und Nishimura, 2000). Ebenfalls zeigen Arabidopsis‐
T‐DNA‐Mutanten  in  der  Glutamat:Glyoxylat‐Aminotransferase  ein  zwar  reduziertes 
Wachstum unter „ambienten“ CO2‐Bedingungen, aber Wachstum und Lebensfähigkeit 
sind vorhanden (Igarashi et al., 2003). Ein möglicher Grund dafür wäre, dass die Gene 
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redundant  vorliegen  (Igarashi  et  al.,  2003) oder  aber homozygote Pflanzen  embryo‐
lethal sind. Es  ist aber auch durchaus vorstellbar, dass  in diesen Situationen die mito‐
chondriale Glycolatoxidation ausreicht, um die Pflanzen am Leben zu erhalten. Anzu‐
merken bleibt  jedoch, dass die mitochondriale Glycolatoxidation bisher nur  in Arabi‐
dopsis beschrieben  ist. Ob es sich dabei um einen Sonderfall handelt, bleibt noch zu 
untersuchen.  In  Reis  findet  man  allerdings  ein  Homolog  zu  AtGDH  (GenBank: 
AK067700).  Dieses  beinhaltet  in  der  vorhergesagten  Translation  frühzeitige  „Stop‐
Codons“.  Entfernt  man  jedoch  ein  potenzielles  Intron  und  verändert  eine  „Splice‐
Acceptor‐Site“ hin zu einer „Alternative‐Splice‐Site“, so erhält man einen kodierenden 
Bereich mit einer Homologie von 80% „identity“ und 91% „similarity“ zu AtGDH  (Pe‐
terhänsel und Nießen, unpubliziert). 
Die vorliegende Arbeit bestätigt, dass AtGDH bzw. der mitochondriale Glycolatmeta‐
bolismus  an  der  Photorespiration  beteiligt  ist.  In Arabidopsis  scheint  er  neben  dem 
peroxisomalen  zu  koexistieren.  Frühere Analysen  zeigen, dass  sich  in Grünalgen der 
Gruppe der Charophyceae, den nächsten Verwandten der Landpflanzen, die Glycolat‐
oxidation  aus  den Mitochondrien  in  die  Peroxisomen  verlagert  hat  (Stabenau  und 
Winkler, 2005). Es  scheint allerdings keine  simple Verschiebung gewesen  zu  sein, da 
die  Proteine  keine  Homologie  aufweisen  und  sich  die  enzymatischen  Eigenschaften 
stark unterscheiden (Bari et al., 2004). Auffällig ist jedoch, dass eine Glycolatdehydro‐
genase‐Aktivität nicht  in Charophyten  gefunden wird  (Stabenau und Winkler, 2005), 
wohl aber in einer höheren Pflanze. Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass die Vor‐
fahren der Charophyten und höheren Pflanzen noch beide Enzyme, die Glycolatoxidase 
und die Glycolatdehydrogenase besessen haben und diese während der Evolution der 
Charophyten verloren gegangen  ist. Alternativ könnte es auch an technischen Proble‐
men bei der Detektion aus Gesamt‐Zellextrakten  liegen. Betrachtet man die Glycolat‐
oxidierenden Enzyme  in den Algen, so sieht man, das sich die peroxisomale Glycolat‐
oxidation  polyphylletisch  entwickelt  hat  (Suzuki  et  al.,  1991;  Igamberdiev  und  Lea, 
2002). Neben den Charophyten besitzen Rhodophyten Peroxisomen mit einer Glyco‐
latoxidase, Diatomeen (Kieselalgen) hingegen haben eine peroxisomale und eine mito‐
chondriale Glycolatdehydrogenase, die koexistieren.  
Der größte Vorteil der mitochondrialen Glycolatoxidation scheint die direkte Kopplung 
an die  Elektronentransportkette und die damit  verbundene Rückgewinnung  von Re‐
duktionsäquivalenten und Bildung von ATP zu sein (Stabenau und Winkler, 2005). Zu‐
sätzlich wird kein H2O2 gebildet folglich findet keine Wärmeentwicklung durch die Ka‐
talasereaktion  statt.  Allerdings  kann  es  auch  zur  Akkumulation  von Glycin  im Mito‐
chondrium  kommen, wenn  nicht  ausreichen  Serin  aus  dem Mitochondrium  ins  Per‐
oxisom abfließt (Abbildung 1‐3). Da die Umwandlung von Serin zu Hydroxypyruvat an 
die Bildung von Glycin im Peroxisom gekoppelt ist kommt es durch die zusätzliche Gly‐
cinproduktion durch den mitochondrialen Glycolatstoffwechselweg zu einem Stau.  
Diskussion    105 
CH2OPO32‐
CH2OPO32‐
HC
C
C
OH
OH
O
O OH
RuBP
P‐Glycerat
P‐Glycolat
oxygenase
Glycolat
CH2OPO32‐
CH2OPO32‐
HC
HC
C
OH
OH
O
18O2
CH2OPO32‐
HC
COO‐
OH
CH2OPO32‐
COO‐
OH
CH2
COO‐
OH‐
H2O
Chloroplast
Die Glycolatoxidase besitzt im Gegensatz zu der Glycolatdehydrogenase die wesentlich 
höheren spezifischen Aktivitäten (Paul und Volcani, 1976). So hat beides seine Vorteile 
und evolutionär betrachtet scheint das Vorhandensein beider Glycolatoxidationswege 
der ideale Weg zu sein, um sich optimal anpassen zu können. 
Bezieht man  in  diese  Betrachtung  auch  noch  die Möglichkeit  des  „Dual‐Targetings“ 
eines Enzyms zur Glycolatoxidation, oder evtl. eines ganzen Stoffwechselweges ein, so 
ergeben  sich  vielfältige  evolutionäre  Möglichkeiten  und  Spielräume.  Das  „Dual‐
Targeting“  von AtGDH  oder des  gesamten mitochondrialen Glycolatmetabolismus  in 
den Chloroplasten wäre eine natürliche Variante des unter 4.2 diskutierten biotechno‐
logischen Weges. Sie entsprechen sich nicht vollständig, weisen aber deutliche Schnitt‐
stellen und Überlappungen auf. 
In zukünftigen Analysen  liegen die Schwerpunkte der Arbeit darin, die beteiligte oder 
beteiligten Alanin:Glyoxylat‐Aminotransferasen im Mitochondrium eindeutig zu identi‐
fizieren (RNAi‐Linien (5.1)) und das potenzielle „Dual‐Targeting“ von AtGDH oder eines 
gesamten  Glycolat‐Stoffwechselwegs  zu  untersuchen.  Mit  Hilfe  von  „schwerem 
Sauerstoff“  (18O)  soll  das  Glycolat  in  intakten  Chloroplasten  markiert  werden 
(Abbildung 4‐2), um darüber den Fluss und die entstehenden Produkte zu  identifizie‐
ren. Dies würde einen Ansatzpunkt zur Identifizierung weiterer möglicherweise betei‐
ligter Enzyme sein.  
Des Weiteren wurde, wie unter 4.1.3 beschrieben, bei genaueren Analysen des Arabi‐
dopsis Genoms ein zweites Gen  identifiziert, welches für eine Glycolatdehydrogenase 
kodieren  könnte.  At4g36400 weist wie  AtGDH  (At5g06580)  eine  Ähnlichkeit  zu Gly‐
colatdehydrogenasen von anderen Organismen von ca. 45% auf. Konservierte Motive 
und Boxen sind identisch. Damit bietet dieses Protein einen weiteren Ansatzpunkt und 
sollte näher analysiert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4‐2: Radioaktive Markierung von Stoffwechselprodukten mit 18O 
Schematisch dargestellt ist das Markieren photorespiratorischer Stoffwechselprodukte mittels schweren 
Sauerstoffs. Dieser wird  in der Oxygenase‐Reaktion von RUBISCO über die Bildung eines  Intermediates 
in Phosphoglycolat eingebaut. Dieses wird zu Glycolat umgewandelt. Damit  ist das 18O  in dem Glycolat 
und wird in die weiteren Stoffwechselprodukte der Photorespiration oder anderer putativer Wege ein‐
gebaut. RUBISCO: Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase, RuBP: Ribulose‐1,5‐bis‐phosphat, 
PGP: Phosphoglycolatphosphatase 
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4.2 Transgener chloroplastidärer photorespiratorischer Bypass 
4.2.1 Einfluss auf Photosynthese und Photorespiration 
Die Grundlage des  transgenen  chloroplastidären photorespiratorischen Bypass bildet 
der katabolische E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg. Dieser wurde  in den Chloroplasten 
von Arabidopsis  thaliana  eingebracht  und  soll  für  eine  effizientere  Photorespiration 
sorgen. Dass es sich bei dem transgenen photorespiratorischen Bypass um einen pho‐
torespiratorischen  Stoffwechselweg handelt,  ist daran  zu  erkennen, dass  er  von der 
Oxygenasereaktion  RUBISCOs  abhängig  ist  und  CO2  produziert.  Er  besitzt  jedoch  im 
Vergleich zur „normalen“ Photorespiration drei entscheidende Vorteile. So wird in dem 
photorespiratorischen  Bypass  kein Ammonium  freigesetzt,  das  unter Verbrauch  von 
Energie  und Reduktionsäquivalenten wieder  refixiert werden müsste  (Reumann  und 
Weber, 2006), sondern es werden sogar Reduktionsäquivalente produziert. Außerdem 
verbraucht  er  kein ATP  und  er  erhöht  die  CO2‐Konzentration  in  der Umgebung  von 
RUBISCO, da er das fixierte CO2 im Chloroplasten freisetzt.  
 
Interessanterweise gibt es einen homologen Weg zu dem aus E. coli auch in Synecho‐
cystis, wo er neben dem Glycindecarboxylaseweg  koexistiert  (Eisenhut et  al., 2006). 
Dieser stellt somit eine natürliche Variante zu dem transgenen Weg dar und zeigt, dass 
es ähnliche Entwicklungen in der Natur gibt. 
Die Frage, die sich aus dem chloroplastidären photorespiratorischen Bypass ergibt, ist: 
Wie wirkt sich dieser Stoffwechselweg mit seinen potenziellen Vorteilen auf die Photo‐
synthese und die Photorespiration in der Pflanze aus? 
Um  herauszufinden,  ob  die  Pflanzen  eine  Veränderungen  hinsichtlich  ihrer  Photo‐
syntheseleistung zeigen, wurden die maximalen Assimilationsraten gemessen. Wie  in 
Abbildung 3‐15 (A) zu sehen ist, zeigen die transgenen Pflanzen eine deutlich erhöhte 
CO2‐Assimilationsrate unter ambienten Bedingungen (400 ppm CO2), während dies  in 
einem nahezu photorespirationslosen Zustand (2000 ppm CO2) nicht der Fall ist. Gesät‐
tigte CO2‐Bedingungen heben den Effekt auf. Dieses Ergebnis zeigt, dass die gesteiger‐
te Assimilationsrate in Bezug zur Photorespiration steht, denn nur unter photorespira‐
torischen Bedingungen  ist diese Steigerung messbar. Eine mögliche Schlussfolgerung 
wäre demnach, dass die CO2‐Freisetzung aus Glycolat  innerhalb des Chloroplasten  in 
der Umgebung von RUBISCO mit der gesteigerten Assimilationsrate assoziiert  ist. Das 
freigesetzte CO2 nähme direkt Einfluss auf RUBISCO und reduzierte die Oxygenaseakti‐
vität von RUBISCO.  
Um  zu  überprüfen,  ob  innerhalb  der  Chloroplasten  überhaupt  eine  erhöhte  CO2‐
Freisetzung stattfindet und damit die Annahme bestätigt werden kann, wurde die CO2‐
Freisetzung aus isolierten Chloroplastenextrakten bestimmt. Wie in Abbildung 3‐16 zu 
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sehen ist, zeigen die Chloroplastenextrakte der transgenen Pflanzen im Vergleich zum 
Wildtyp eine  signifikant erhöhte CO2‐Freisetzung. Dieses Ergebnis bestätigt, dass die 
CO2‐Freisetzung innerhalb des Chloroplasten durch den Bypass erhöht wird und somit 
zu einer erhöhten CO2‐Assimilationsrate  führen kann. Allerdings  stellt  sich die Frage, 
ob es überhaupt möglich  ist,  im Chloroplasten von C3‐Pflanzen CO2 anzureichern, da 
sie keine große Barriere zur CO2‐Diffusion besitzen  (Von Caemmerer, 2003). Aus die‐
sem Grund wurde die Sauerstoffinhibierung gemessen, da dieser Parameter eine star‐
ke negative Korrelation mit dem CO2 zu O2 Verhältnis  in der Umgebung von RUBISCO 
aufweist  (Ku  und  Edwards,  1977).  Die  Ergebnisse  dieser Messung  zeigen  eindeutig, 
dass  die  transgenen  Pflanzen  eine  reduzierte  Sauerstoffinhibierung  besitzen 
(Abbildung 3‐14).  In den DEF‐Pflanzen hat man eine Reduktion der Sauerstoffinhibie‐
rung von ca. 15%, in den GT‐DEF‐Pflanzen von ca. 28% im Vergleich zum Wildtyp. Diese 
Daten belegen die Möglichkeit, CO2 bis  zu einem bestimmten Maß  im Chloroplasten 
anreichern  zu  können. Unterstützt werden  diese Daten  durch weitere Analysen mit 
den  transgenen Pflanzen. So  ist  in diesen Pflanzen der „Post  Illumination CO2 Burst“ 
(PIB)  reduziert  (30% Reduktion  im Vergleich zum Wildtyp)(Kebeish et al., 2007). Dies 
wäre nicht zu erwarten, wenn die CO2‐Freisetzung  lediglich aus den Mitochondrien  in 
die  Chloroplasten  verlagert wäre,  das  CO2  jedoch  trotzdem  aus  dem  Chloroplasten 
heraus diffundieren würde. In diesem Fall bliebe die CO2‐Abgabe aus der Photorespira‐
tion  bei  dem  Übergang  der  Pflanzen  vom  belichteten  zum  unbelichteten  Zustand 
gleich. Des Weiteren ist der CO2‐Kompensationspunkt (unter Herausrechnen der Dun‐
kelreaktion),  der  eine  unabhängige  Größe  für  das  CO2  zu  O2  Verhältnis  im  Chloro‐
plasten  ist  (Atkin  et  al.,  1998; Häusler  et  al.,  1999),  verringert.  So  besitzen GT‐DEF‐
Pflanzen  einen  CO2‐Kompensationspunkt  von  44  ppm  CO2,  DEF‐Pflanzen  einen  von 
46,3 ppm CO2 und Wildtyp‐Pflanzen einen von 50,4 ppm CO2  (Kebeish et al., 2007). 
Insgesamt zeigen alle diese Parameter, dass in den DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen der Fluss 
durch den „normalen“ photorespiratorischen Weg verringert  ist, dass CO2  in der Um‐
gebung  von  RUBISCO  angereichert  wird  und  dadurch  die  maximale  CO2‐
Assimilationsrate erhöht ist. 
 
 
4.2.2 Einfluss auf das Wachstum 
Um festzustellen, ob die erhöhte CO2‐Verfügbarkeit einen Einfluss auf das Wachstum 
und die Biomasseproduktion der Pflanzen hat, wurden verschiedene Wachstumspara‐
meter untersucht. Die erhöhte Verfügbarkeit des CO2 muss allerdings nicht automa‐
tisch  zu  einem besseren Wachstum oder erhöhter Biomasseproduktion  führen.  Eine 
„Meta‐Analyse“  der  empirischen Beziehung  zwischen  Pflanzenwachstum  und  Photo‐
synthese  unter  Laborbedingungen  zeigte  eine  gute  Korrelation  dieser  beiden  Para‐
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meter (Kruger und Volin, 2006). FACE‐Experimente („free‐air CO2 enrichment“) zeigten 
jedoch, dass unter erhöhten CO2‐Bedingungen der Ertrag steigt, allerdings nicht in den 
erwarteten Dimensionen (Long et al., 2006a). Dies kann zum einen an der komplexen 
Regulation der Photosynthese liegen, aber auch andere Parameter wie die ausreichen‐
de Verfügbarkeit von Nährstoffen (Paul und Pellny, 2003), die Inhibierung an der Pho‐
tosynthese  beteiligter  Enzyme  durch  Produkte  der  Photosynthese  (Paul  und  Pellny, 
2003; Long et al., 2006b) und die regenerative Kapazität des Calvin‐Zyklus (Miyagawa 
et al., 2001; Lefebvre et al., 2005), können der Grund oder Gründe dafür sein. 
Um  zu untersuchen und  zu  zeigen, dass die Pflanzen mit dem photorespiratorischen 
Bypass zumindest einen Engpass der Wachstumslimitierung überwunden haben, wur‐
de das Wachstum, der Samenertrag und die Zellstruktur untersucht.  In der  in Abbil‐
dung 3‐18 gezeigten Wachstumskurve  ist zu erkennen, dass die transgenen Pflanzen, 
welche den vollständigen katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg und die, wel‐
che die drei Untereinheiten der E. coli Glycolatdehydrogenase enthalten, im Vergleich 
zu den Wildtypen und den anderen transgenen Pflanzen ein größeres Wachstum zei‐
gen. Auffällig ist, dass es keinen bestimmten Punkt gibt, ab dem die Pflanzen mit dem 
photorespiratorischen  Bypass  einen  klaren Größenzuwachs‐Unterschied  zeigen. Dies 
bedeutet, dass es sich vielmehr um ein kontinuierlich besseres Wachstum handelt und 
nicht um einen punktuellen Vorteil. Dies passt  in das Bild der unter 4.2.1 diskutierten 
Daten  zur  reduzierten  Photorespiration  und  erhöhten  Photosynthese.  Die  erhöhte 
Photosynthese  jeder einzelnen Zelle  führt  zu einer größeren Pflanze, welche absolut 
wiederum mehr Zellen hat, dadurch potenziert sich der Effekt im Laufe der Zeit. 
Weiterhin  fällt auf, dass die Wachstumsphase  in den DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen trotz 
des größeren Wachstums nicht kürzer ist. Das Wachstum endet in ihnen und den Wild‐
typen zum selben Zeitpunkt. Ein Indiz dafür, dass das gesteigerte Wachstum evtl. noch 
erhöht werden kann, kann man anhand der positiven Korrelation von F‐Expression und 
Rosettendurchmesser (Abbildung 3‐19 (B)) ablesen. Je höher die F‐Expression ist, desto 
größer  ist die Pflanze.  Für welchen Bereich diese Korrelation  zutrifft,  ist anhand der 
generierten Daten jedoch nicht abzulesen. Sollte es prinzipiell möglich sein, durch eine 
höhere F‐Expression ein größeres Wachstum zu erzielen, würde sich die Verteilung der 
Pflanzen noch stärker als  jetzt schon (Abbildung 3‐19 (A)) hin zu den großen Pflanzen 
verschieben und die Zunahme der Biomasse in DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen könnte wei‐
ter gesteigert werden. 
Um zu zeigen, dass die Wachstumsveränderungen direkt mit der Photorespiration bzw. 
der Oxygenaseaktivität von RUBISCO  in Verbindung  stehen, wurden die Wachstums‐
daten unter gesättigten CO2‐Bedingungen  (2000 ppm CO2) aufgenommen  (Abbildung 
3‐20  (B)).  Der  Größenunterschied,  der  unter  „ambienten“  Bedingungen  gemessen 
wurde, ist vollständig aufgehoben (Abbildung 3‐20). Dies ergibt mit den Daten der ma‐
ximalen CO2‐Assimilation  (Abbildung  3‐15)  ein  einheitliches Bild, da  auch dort unter 
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gesättigten CO2‐Bedingungen keine Erhöhung der Assimilationsrate bei den DEF‐ und 
GT‐DEF‐Pflanzen messbar war.  Diese  Ergebnisse weisen  auf  eine  direkte  Beziehung 
zwischen  Photorespiration,  photorespiratorischem  Bypass  und  verbessertem Wach‐
stum hin. 
Neben dem erhöhten Wachstum des Sprosses bzw. des größeren Rosettendurchmes‐
sers, konnte auch eine erhöhte Biomasse  im Bereich der Wurzeln festgestellt werden 
(Abbildung 3‐25). Das Sproß/Wurzel‐Verhältnis in den DEF‐ und GT‐DEF‐Pflanzen ist im 
Vergleich  zum Wildtyp  reduziert, was bedeutet, dass die Wurzelmasse bzw.  ‐menge 
proportional erhöht  ist.  Ein möglicher Grund dafür  könnte  sein, dass diese Pflanzen 
einen größeren Bedarf an Wasser und Nährstoffen haben und über die größere Anzahl 
an Wurzeln versuchen, diesen Bedarf zu decken. Ein größeres Wachstum bedingt na‐
türlich  immer einen größeren Bedarf an Nährstoffen. Eine Limitierung durch fehlende 
Nährstoffe  konnte  in den Versuchen nicht  festgestellt werden, was eine effizientere 
Nutzung  vermuten  lässt. Allerdings muss man bedenken, dass diese Versuche unter 
„Standard‐Laborbedingungen“ durchgeführt wurden und dies nicht immer den natürli‐
chen Gegebenheiten entspricht. 
Neben  den  normalen Wachstumsbedingungen wurde  auch  der  Einfluss  veränderter 
Parameter getestet. So wurde das Wachstum unter erhöhter Temperatur  (35°C) und 
unter hoher Lichtintensität (400 µmol m‐2 s‐1), die Rate der Photorespiration ist in bei‐
den Situationen erhöht, untersucht. In beiden Fällen (Abbildung 3‐21, Abbildung 3‐22) 
bleibt  der  positive  Effekt  durch  den  photorespiratorischen Bypass  erhalten,  und  die 
Pflanzen zeigen ein erhöhtes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. Durch die gewähl‐
ten  Versuchsparameter wurden  jedoch  nicht  nur  photorespiratorische  Bedingungen 
geschaffen  sondern  auch  andere  Stressantworten  induziert.  So  zeigten  die  Pflanzen 
unter hoher Lichtintensität eine starke Anthocyanbildung, während sie bei hoher Tem‐
peratur unter Trockenstress  litten.  In zukünftigen Versuchen sollten die Bedingungen 
deshalb moderater  gewählt werden,  z.B. moderater  Temperaturstress  (Kurek  et  al., 
2007), um eine zu starke Beeinflussung der Pflanzen zu vermeiden. Festzuhalten bleibt, 
dass  trotz  dieser  zusätzlichen  Stressparameter,  die  Pflanzen mit  dem  photorespira‐
torischen Bypass weiterhin einen Wachstumsvorteil haben, was evtl. auf eine gestei‐
gerte Gesamt‐Leistungsfähigkeit dieser Pflanzen zurückzuführen ist. 
Es stellt sich natürlich die Frage, ob das veränderte Wachstum auf Veränderungen  in 
der Zellstruktur  zurückzuführen  ist. Bei Messungen der Zellzahl und der Stomatazahl 
pro cm2‐Blattfläche (Abbildung 3‐24) konnte kein Unterschied zwischen DEF‐ bzw. GT‐
DEF‐Pflanzen und den Wildtypen  festgestellt werden. Dies bedeutet, dass weder der 
photorespiratorische Bypass, noch die Transgene selbst einen Einfluss auf Zellzahl und 
Stomatazahl  pro  Fläche  haben.  Für  die  gesamte  Pflanze  bedeutet  dies  im Umkehr‐
schluss, dass es mehr Zellen und mehr Stomata auf die Gesamtfläche der Blätter bezo‐
gen gibt, die Größe der Einzelzelle allerdings unverändert ist. 
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Die abschließende Betrachtung betrifft den Samenertrag  (Abbildung 3‐23). Bei Nutz‐
pflanzen  stellt der Samenertrag  in der Regel die Größe dar, welche die Produktivität 
der Pflanze ausmacht. Aus diesem Grund war es von Interesse zu sehen, ob neben der 
erhöhten  Biomasse  auch  eine  Erhöhung  des  Samenertrages  in  DEF‐  und  GT‐DEF‐
Pflanzen  zu  finden  ist.  Es war  jedoch  kein Unterschied  zwischen DEF‐  bzw. GT‐DEF‐
Pflanzen und Wildtypen messbar  (Abbildung 3‐23). Man könnte argumentieren, dass 
der photorespiratorische Bypass keinen positiven Einfluss auf den Ertrag hat, sondern 
nur auf die Biomasseproduktion. Allerdings kann man auch argumentieren, dass der 
photorespiratorische Bypass und die Transgene keinen negativen Einfluss haben. Zu‐
dem handelt es sich bei Arabidopsis nicht um eine samenertragsoptimierte Pflanze, so 
dass ein gesteigerter Samenertrag nicht unbedingt erwartet werden darf. Alle heute 
verwendeten Ackerpflanzen haben  einen Prozess der  Züchtung durchlaufen,  in dem 
auf den „Korn“‐Ertrag hin selektiert wurde. So macht z.B.  in modernen Ackerpflanzen 
der  „Korn“‐Ertrag bis  zu 60% der  gesamten überirdischen Biomasse  aus  (Hay, 1995; 
Long et al., 2006b). Aus diesem Grund sollte der photorespiratorische Bypass nicht nur 
in der Modellpflanze Arabidopsis, sondern auch  in ertragsoptimierten Pflanzen getes‐
tet werden, um zum einen eine Übertragbarkeit aus der Modellpflanze heraus zu zei‐
gen und die Auswirkungen nicht nur auf Biomasse, sondern auch auf Ertrag hin zu ana‐
lysieren. 
 
 
4.2.3 Veränderungen im Gesamt‐Metabolismus der Pflanze 
Metabolismus und Wachstum sind  innerhalb der Pflanze natürlich sehr eng miteinan‐
der  verbunden.  Die  Verteilung  von Metaboliten  zwischen Wachstum  und  Speicher‐
stoffen ist deshalb sehr stark gekoppelt. So konnte gezeigt werden, dass es zu Verrin‐
gerungen im Wachstum auf Grund von Verringerungen in der Sucrosesynthese kommt 
(Fernie et al., 2002; Chen et al., 2005). Das Wachstum ist an den metabolischen Status 
angepasst. Es gibt allerdings  zwei Möglichkeiten der Regulation. Demnach kann eine 
hohe Verfügbarkeit an Metaboliten ein großes Wachstum bedingen, oder das Wach‐
stum  zieht  solange Metabolite aus den  vorhandenen Pools, bis ein  Limit erreicht  ist 
(Meyer et  al., 2007). Metabolite  können direkt  Einfluss  auf das Wachstum nehmen, 
indem sie als Bausteine für zelluläre Bestandteile dienen und mit ihrem Vorhandensein 
das Wachstum bestimmen. Andererseits  können  sie  aber  auch  als  Signale  fungieren 
und dadurch das Wachstum beeinflussen. So konnte gezeigt werden, das Zucker, wie 
Glucose und Sucrose, als metabolische Signale auf Wachstum und Entwicklung wirken 
(Gibson, 2005).  In den Pflanzen mit dem vollständigen photorespiratorischen Bypass 
(GT‐DEF‐Pflanzen)  konnten  unter  „ambienten“  Bedingungen  keine  Unterschiede  im 
Metabolismus  im  Vergleich  zu  Pflanzen  ohne  den  vollständigen  Bypass  (GT‐DE‐
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Pflanzen) festgestellt werden (3.2.4, 5.2). Allerdings ist ein Anstieg in den Zuckern Glu‐
cose, Fructose und Sucrose unter photorespiratorischen Bedingungen  in den Pflanzen 
mit vollständigem photorespiratorischen Bypass festzustellen (3.2.4). Aber auch unter 
diesen Bedingungen scheint der restliche Metabolismus weitgehend unbeeinflusst zu 
sein. Eine vergleichbare Studie wurde 2007 von Meyer et al. publiziert. Diese unter‐
suchten  das  Verhältnis  zwischen  Biomasse  und Metabolitzusammensetzung  in  RILs 
(„recombinant inbred lines“) von Arabidopsis (hervorgegangen aus einer Kreuzung der 
Genotypen Col‐0 und C24). Es war möglich, eine statistisch hochsignifikante Korrelati‐
on zwischen Metabolitzusammensetzung und Pflanzenbiomasse herzustellen. So konn‐
te z.B. für Sucrose eine stark negative Korrelation mit dem Wachstum festgestellt wer‐
den  (Meyer  et  al.,  2007).  Dieser  Befund  konnte  in  unseren  Analysen  der  GT‐DEF‐
Pflanzen nicht  festgestellt werden.  Es bleibt  aber  festzuhalten, dass  sich die Meyer‐
Analysen auf Pflanzen beziehen, die unter „ambienten“ Bedingungen herangewachsen 
sind und ein Alter von 15 Tagen hatten. Unsere Analysen wurden hingegen mit ca. 6 
Wochen alten Pflanzen durchgeführt und die vier unabhängigen Versuche wurden zeit‐
lich versetzt durchgeführt. Da die Metabolite sehr stark durch äußere Einflüsse beeinf‐
lusst werden, besteht dadurch die Gefahr, dass die Messschwankungen um ein Viel‐
faches größer werden. Dies  ist eindeutig  in Abbildung 3‐26 zu sehen. Allerdings kann 
man bei Versuchen mit Pflanzen, die unter exakt denselben Bedingungen zur gleichen 
Zeit durchgeführt wurden, die Ergebnisse auch nur auf diese Situation beziehen. Eine 
Allgemeingültigkeit  ist aus solchen Daten nicht abzulesen, und eine exakte Vergleich‐
barkeit der Daten untereinander ist somit nicht gegeben. 
Dennoch kann gesagt werden, dass der photorespiratorische Bypass auch unter „am‐
bienten“  Bedingungen  einen  positiven  Einfluss  hat,  da  die  Pflanzen  größer werden 
(Abbildung 3‐20) und die Zuckerkonzentration nicht reduziert ist (Abbildung 3‐27). Der 
höhere Bedarf für das Wachstum scheint durch den geringeren Verlust in Vergleich zur 
„normalen“  Photorespiration  kompensiert  zu werden. Verstärkt man  den  Effekt  der 
Photorespiration, so verstärkt sich die positive Wirkung und  im Verhältnis steigen die 
Zuckerkonzentrationen. Dies beruht darauf, dass in den GT‐DE‐Pflanzen auf Grund der 
reduzierten Photosynthese weniger Zucker gebildet werden.  In den GT‐DEF‐Pflanzen 
ist unter diesen Bedingungen die Photosyntheserate höher, wodurch die  Zuckerpro‐
duktion nicht reduziert wird. Die Zuckerkonzentration  ist unter photorespiratorischen 
Bedingungen  in  den  GT‐DEF‐Pflanzen mit  der  unter  „ambienten“  Bedingungen  ver‐
gleichbar (Abbildung 3‐27).  
Die erhöhte Photosyntheseleistung erzeugt stabilere Pools an Zuckern und ermöglicht 
damit ein besseres Wachstum. Die Annahme, dass das Wachstum die Metabolitmenge 
bedingt  und  nicht  umgekehrt, was  auf  die  negative  Korrelation  zwischen  Poolgröße 
und Wachstum zurückzuführen ist (Meyer et al., 2007), scheint in den GT‐DEF‐Pflanzen 
umgekehrt  zu  sein.  Zumindest bei den  Zuckern  können die  transgenen Pflanzen die 
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Pools  unter  „ambienten“  und  photorespiratorischen  Bedingungen  sehr  stabil  halten 
und gleichzeitig ein besseres Wachstum erzielen. Vielleicht  fungieren die Zucker, die 
als metabolische  Signale  auf Wachstum  und  Entwicklung wirken  (Gibson,  2005),  zu‐
sätzlich als Stellglieder des Metabolismus.  
 
 
4.2.4 Veränderungen im Transkriptom der Pflanzen 
Neben  der Veränderung  in  den Metaboliten  der  Pflanzen  sind  auch Veränderungen 
hinsichtlich der Transkription von Bedeutung. So würden z.B. Veränderungen in Genen 
die an der Photosynthese, Photorespiration oder dem Zellwachstum beteiligt sind wei‐
tere  Informationen  auf  die  Wirkungsweise  und  Auswirkungen  des  photorespira‐
torischen Bypass geben. Bei der Betrachtung der Ergebnisse bleibt  festzuhalten, dass 
es sich bei den verwendeten Daten  lediglich um zwei unabhängige Experimente han‐
delt und die Aussagekraft dadurch eingeschränkt  ist. Es wurden keine Einzelgene be‐
trachtet,  da  Veränderungen  in  diesen  bei  der  geringen  Replikatzahl  auf  zufälligen 
Schwankungen beruhen könnten. Sind hingegen viele Gene innerhalb eines Stoffwech‐
selweges  reguliert  und  ist  dies  in  Abhängigkeit  vom  Genotyp  oder  den  CO2‐
Bedingungen  in  beiden Replikaten nachweisbar,  so  kann dies  als  guter Hinweis und 
Ansatzpunkt für weitere Versuche gewertet werden.  
Bei der Analyse der Auswirkung photorespiratorischer CO2‐Bedingungen auf die RNA‐
Mengen  innerhalb  der Wildtyp‐Pflanzen  (Abbildung  3‐34)  ist  zu  erkennen,  das  es  in 
nahe zu allen Stoffwechselwegen sowohl Induktionen als auch Repressionen gibt. Vor 
allem fällt eindeutig auf, dass es keine Veränderungen im Bereich der Photorespiration 
gibt. Dies ist unerwartet, da durch die gewählten Bedingungen die Photorespiration in 
den Pflanzen induziert werden sollte und damit mit transkriptionellen Veränderungen 
in diesem Bereich zu rechnen ist. Vergleicht man die erhaltenen Daten mit denen von 
Bläsing et al.  in einem ähnlichen Versuchsansatz erhaltenen, so fällt auf, dass auch  in 
diesem Fall die photorespiratorischen Gene nicht beeinflusst sind (Blasing et al., 2005). 
Beim Vergleich der induzierten und reprimierten Gene zwischen den Bläsing‐Analysen 
und den hier durchgeführten Wildtyp‐Analysen erkennt man eine Überschneidung von 
ca. 50% der Gene (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass 50% der Gene, die  in der 
Bläsing‐Analyse  eine  Induktion  zeigen  auch  in  der  hier  durchgeführten Analyse  eine 
Induktion  zeigen. Gleiches  gilt  auch  für die Repression.  Es muss  angemerkt werden, 
dass  in  der Bläsing‐Analyse  die Bedingungen  hinsichtlich  der CO2‐Konzentration  und 
der Inkubationszeit von den hier verwendeten abweichen. So wurden die Pflanzen für 
die Analysen von Bläsing für 4 h unter 50 ppm CO2  inkubiert, während sie  in den hier 
durchgeführten  Analysen  für  24  h  bei  100  ppm  CO2  inkubiert wurden.  Dies  erklärt 
möglicherweise auch, warum die Übereinstimmung  in den  induzierten und reprimier‐
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ten Genen nur bei 50% liegt. Generell bleibt festzuhalten, dass diese Daten kein Beleg 
dafür sind, dass die Induktion der Photorespiration durch die gewählten Bedingungen 
möglich war. Damit stehen diese Daten  in einem klaren Gegensatz zu den erhaltenen 
Daten der Metabolitanalyse  (4.2.3),  in denen die  Induktion der Photorespiration ein‐
deutig belegt werden konnte. Zwar wurden  in der Metabolitanalyse nur GT‐DE‐ und 
GT‐DEF‐Pflanzen betrachtet, diese sind jedoch parallel zu den hier transkriptionell ana‐
lysierten  Wildtyp‐Pflanzen  gewachsen.  Trotz  dieses  unerwarteten  Ergebnisses  er‐
scheint eine weitere Betrachtung der hier erhaltenen Daten sinnvoll, da die unabhän‐
gig entstanden Daten von Bläsing zu ähnlichen Resultaten führen.   
Zur weiteren Analyse wurden  zunächst  die  transkriptionellen  Reaktionen  der  unter‐
schiedlichen Genotypen  (WT, GT‐DE und GT‐DEF) auf photorespiratorische Bedingun‐
gen betrachtet (Abbildung 3‐34, Abbildung 3‐35 und Abbildung 3‐36). Hierbei fällt auf, 
dass alle drei Genotypen ein ähnliches  Induktions‐ und Repressions‐Muster  innerhalb 
der einzelnen Stoffwechselwege aufweisen. Betrachtet man die Induktionen und Rep‐
ressionen durch photorespiratorische Bedingungen für die drei Genotypen unabhängig 
von  ihrer Zugehörigkeit zu Stoffwechselwegen so zeigt sich eine Übereistimmung von 
50% (Daten nicht gezeigt). 
Aus diesem Grund wurden neben dem Vergleich der CO2‐Bedingungen  innerhalb des 
jeweiligen Genotyps, auch GT‐DEF‐ und GT‐DE‐Pflanzen direkt unter den beiden unter‐
suchten CO2‐Bedingungen verglichen (Abbildung 3‐37). Es hätte anhand der Daten aus 
dem Vergleich zwischen GT‐DE‐ und Wildtyp‐Pflanzen auch ein Vergleich zum Wildtyp 
durchgeführt werden können. Dies wurde nicht gemacht, da auch bei den Metabolita‐
nalysen (3.2.4) GT‐DEF‐ mit GT‐DE‐Pflanzen verglichen wurden. Bei 400 ppm CO2 sind 
keine deutlichen Unterschiede zwischen den Genotypen zu erkennen, wohingegen es 
bei 100 ppm CO2 einige Auffälligkeiten gibt. So sind nahezu alle Veränderungen Induk‐
tionen  in  den GT‐DEF‐Pflanzen.  Zusätzlich  gibt  es  bestimmte  Stoffwechselwege, wie 
z.B.  den  Aminosäurestoffwechselweg,  in  denen  sich  Induktionen  häufen.  Dies  lässt 
vermuten, dass es  in den GT‐DEF‐Pflanzen unter photorespiratorischen Bedingungen 
transkriptionelle Unterschiede zu den GT‐DE‐Pflanzen gibt. 
Gerade  auf  dem  Hintergrund,  dass  unter  photorespiratorischen  Bedingungen  eine 
Vielzahl von Regulationen  stattfindet, und die GT‐DEF‐Pflanzen  sich unter diesen Be‐
dingungen  von  GT‐DE‐Pflanzen  unterscheiden,  lässt  es  sinnvoll  erscheinen  weitere 
Versuche durchzuführen, um die Daten zu verifizieren.  
Für eine genaue Einordnung und Verifizierung der Ergebnisse ist es unumgänglich, ein‐
zelne Gene, an die man eine Erwartungshaltung hat mittels Real‐Time‐PCR zu quantifi‐
zieren. Durch diese Quantifizierung wird es dann zum einen möglich sein, das Auflö‐
sungsvermögen  der Microarray‐Technologie  zu  bestimmen,  zum  anderen  kann  auf 
diese Weise gezeigt werden, ob die gewählten Bedingungen zur  Induktion der Photo‐
respiration ausreichen.  
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Sollten  diese  Ergebnisse, wie  schon  die Metabolitdaten  (3.2.4),  zeigen,  dass  die  ge‐
wählten Bedingungen zur Induktion der Photorespiration führen, ist es notwendig und 
sinnvoll, weitere Replikate unter den gleiche Bedingungen anzufertigen.  
Durch weitere unabhängige biologische Replikate erhöht  sich wahrscheinlich die Va‐
rianz,  aber  eine  generelle  Aussage wird  ermöglicht.  Bei  Replikaten,  die  unter  exakt 
gleichen Bedingungen zur gleichen Zeit entstanden sind, ist dies nicht möglich und die 
Ergebnisse lassen nur eine Aussage über exakt die verwendeten Parameter zu. 
Zusammen mit den Ergebnissen dieser neuentstandenen Replikate wird es dann zum 
einen möglich sein, Gene zu  identifizieren, welche durch photorespiratorische Bedin‐
gungen  (100 ppm CO2)  induziert bzw.  repremiert werden. Zum anderen kann analy‐
siert werden, welche Gene in den GT‐DEF‐Pflanzen im Vergleich zu den GT‐DE‐Pflanzen 
Veränderungen  in  ihrer Antwort  auf photorespiratorische Bedingungen  zeigen. Über 
diese Gene und vor allem die Zuordnung  zu Stoffwechselwegen  innerhalb des Pflan‐
zenmetabolismus  ist es dann möglich, die Bedeutung und Funktion des photorespira‐
torischen Bypass genauer einzuordnen und zu verstehen. Zusätzlich könnten sich dar‐
aus Ansatzpunkte für weiterführende gentechnologische Modifikationen ergeben.  
 
 
4.2.5 Zusammenfassung und Ausblick 
Durch den photorespiratorischen Bypass kann eine Reduktion der „normalen“ Photo‐
respiration und eine erhöhte Photosynthese erzielt werde. Dies hat positive Effekte auf 
die Pflanze: kein Verlust und aufwändige Refixierung von Ammonium, Produktion von 
Reduktionsäquivalenten,  kein  ATP‐Verbrauch  und  chloroplastidäre  CO2‐Freisetzung. 
Aus diesen positiven Effekten ergeben sich ein verbessertes Wachstum und eine höhe‐
re Biomasseproduktion. Zusätzlich  ist kein negativer Effekt auf den Metabolismus der 
Pflanzen  festzustellen. So  ist  trotz größeren Wachstums der Zuckergehalt nicht redu‐
ziert (4.2.3). Vergleicht man den Ansatz z.B. mit dem C4‐Zyklus, so hat man zusätzlich 
noch den Vorteil, dass der Stoffwechselweg keinen inter‐ bzw. intrazellulären Metabo‐
littransport bedarf. 
Der photorespiratorische Bypass wirft  jedoch auch Fragen auf. So weisen alle Daten 
darauf hin, dass das primäre Enzym dieses  Stoffwechselweges, die Glycolatdehydro‐
genase, auch alleine einen ähnlichen Effekt auf das Wachstum hat wie der vollständige 
katabolische Glycolat‐Stoffwechselweg. Der Effekt  reicht zwar nicht  in allen Analysen 
an den der Pflanzen mit dem kompletten Stoffwechselweg heran, ist im Vergleich zum 
Wildtyp  jedoch eindeutig erkennbar. So  ist  in der Wachstumskurve  (Abbildung 3‐18) 
und  bei  dem  Rosettendurchmesser  (Abbildung  3‐20)  kein Unterschied  zwischen GT‐
DEF‐ und DEF‐Pflanzen messbar, wohl aber beim Wachstum unter erhöhter Tempera‐
tur und höherer Lichtintensität (Abbildung 3‐21, Abbildung 3‐22). 
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Chloroplasten scheinbar in der Lage sind, 
das durch die Glycolatdehydrogenase gebildete Glyoxylat zu verwenden. Dieses könnte 
zwar durch die plastidäre Glyoxylatreduktase wieder zu Glycolat umgewandelt werden 
(Oliver, 1981; Givan und Kleczkowski, 1992; Simpson et al., 2008). Dies wäre allerdings 
vollkommen unsinnig, da man dadurch einen Kreislauf ohne Nutzen erhält. Alternativ 
könnte  das  Glyoxylat  durch  eine  nichtenzymatische  oxidative  Decarboxylierung  zu 
Format umgewandelt werden. Dazu müsste Peroxid vorhanden  sein und das entste‐
hende Format könnte durch die  chloroplastidäre Format‐Dehydrogenase  zu CO2 und 
H2O decarboxyliert werden (Herman et al., 2002). Ein ähnlicher Weg wurde auch schon 
als  Teil  der  Photorespiration  in  einigen  Grünalgen  vermutet  (Igamberdiev  und  Lea, 
2002). 
Dass  Chloroplasten  definitiv  in  der  Lage  sind,  Glyoxylat  zu  CO2  zu  oxidieren wurde 
schon  früher beschrieben  (Kisaki und Tolbert, 1969; Zelitch, 1972; Oliver, 1981) und 
auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu AtGDH passen eindeutig in dieses Bild. 
Das „Dual‐Targeting“ eines kompletten glycolatoxidierenden Stoffwechsels könnte das 
entstehende Glyoxylat  z.B. weiter  verstoffwechseln. Voraussetzung dafür wäre, dass 
neben  AtGDH  auch  Aminotransferasen  und  der  Glycindecarboxylase/Serinhydroxy‐
methyltransferase‐Enzymkomplex  in den Chloroplasten  „getargeted“ werden. Neben 
Arabidopsis konnte auch in Spinat eine Glycolatdehydrogenaseaktivität in den Chloro‐
plasten nachgewiesen werden (Goyal und Tolbert, 1996), was zusammen mit den an‐
deren Ergebnissen darauf hindeutet, dass es in der Natur solche Wege und Möglichkei‐
ten gibt. Durch das Einbringen der E. coli Glycolatdehydrogenase könnten diese Wege 
gefördert werden, da ihnen mehr Glyoxylat zur Verfügung steht und weniger Glycolat 
in die Peroxisomen gelangt. Die „normale“ Photorespiration würde reduziert und der 
Fluss durch die chloroplastidären Wege würde erhöht. Allerdings bliebe dabei  immer 
noch die Frage der Regenerierung von Ribulose‐1,5‐bisphosphat, ohne die die Photo‐
synthese  sehr  schnell  limitiert  wäre.  In  den  Pflanzen mit  dem  kompletten  katabo‐
lischen  E.  coli  Glycolat‐Stoffwechselweg wird  dieses  regeneriert  und  ein  in  sich  ge‐
schlossener Kreislauf ist gewährleistet. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass nicht ausrei‐
chend Ribulose‐1,5‐bisphosphat regeneriert werden kann und der Pool aufgefüllt wer‐
den muss. Dies kann zum einen dadurch gewährleistet werden, dass weniger Glycerin‐
aldehyd‐3‐phosphat  zu Zuckern verstoffwechselt wird oder es  zum energieaufwändi‐
gen Stärkeabbau kommt. Der Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Pool muss allerdings auch  im 
„normalen“  photorespiratorischen  Stoffwechselweg  aufgefüllt werden,  so  dass  dies 
keinen Nachteil für den photorespiratorischen Bypass darstellt.  
Um  herauszufinden, wie  die  Glycolatoxidation  im  Chloroplasten  genau  funktioniert, 
müssen  weitere  Analysen  durchgeführt  werden,  um  eindeutig  aufzuklären,  welche 
Enzyme beteiligt sind und welche Intermediären‐ und Endprodukte entstehen. Dies ist 
auch von besonderem  Interesse, wenn man den  in Arabidopsis  funktionieren photo‐
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respiratorischen Bypass in landwirtschaftlich nutzbare Pflanzen übertragen möchte. Da 
die Transformation dieser Pflanzen nicht  trivial  ist, wäre es entscheidend  zu wissen, 
welche Transgene man zwangsläufig benötigt und welche nicht essentiell sind. So kön‐
nen  z.B.  auch  „single‐subunit“  Enzyme wie AtGDH  (Bari  et  al.,  2004; Niessen  et  al., 
2007) oder auch die Glycolatdehydrogenasen aus Algen (Nakamura et al., 2005; Eisen‐
hut et al., 2006) in diesem Zusammenhang von gesteigerter Bedeutung sein, da sie an 
Stelle  der  drei  Untereinheiten  der  E.  coli  Glycolatdehydrogenase  einen  geringeren 
Transformationsaufwand bedeuten.  
Abschließend  bleibt  festzuhalten,  dass  die  Analysen  der  Pflanzen  mit  dem  photo‐
respiratorischen Bypass ein eindeutig besseres Wachstum aufweisen, und alle Daten 
dafür  sprechen,  dass  dies  auf  die  gesteigerte CO2‐Freisetzung  innerhalb  des  Chloro‐
plasten  zurückzuführen  ist. Ob dies  jedoch der einzige entscheidende Parameter  ist, 
oder  ob  die  reduzierte  NH3‐Freisetzung,  die  bessere  Energiebilanz  im  Vergleich  zur 
„normalen“ Photorespiration oder einer Kombination aus all diesen Faktoren der ent‐
scheidende Parameter ist, kann nicht eindeutig festgestellt werden.  
Zwei ähnliche Ansätze zu dem untersuchten photorespiratorischen Bypass geben viel‐
leicht mehr Aufschluss  darüber.  In  einem der Ansätze wurde  ein Bypass der Photo‐
respiration im Peroxisom eingebracht (Abbildung 4‐3) (Parry et al., 2007). Durch diesen 
Weg wird  lediglich die mitochondriale NH3‐Freisetzung unterbunden. Sowohl die Bil‐
dung von H2O2 und die damit verbundene Produktion von Wärme, als auch die CO2‐
Freisetzung außerhalb des Chloroplasten  findet weiterhin statt. Somit könnte an den 
Ergebnissen  dieses Weges  den  Einfluss  der  reduzierten  NH3‐Freisetzung  abgelesen 
werden. Leider zeigten die transformierten Tabak‐Pflanzen chlorotische Effekte unter 
„ambienten“ Bedingungen und es bedarf weiterer Untersuchungen, um dies zu verste‐
hen und eine Antwort auf die Bedeutung der NH3‐Freisetzung zu finden.  
Der zweite Ansatz beschreibt die vollständige Oxidation von Glycolat zu CO2 im Chloro‐
plasten  (Abbildung  4‐3).  Anstelle  der  bakteriellen  Glycolatdehydrogenase  wurde  in 
diesem Ansatz die pflanzliche Glycolatoxidase verwendet. Das entstehende Glyoxylat 
wird  anschließend  durch  die Malat‐Synthase  zu Malat  umgesetzt.  Endogene  chloro‐
plastidäre  Enzyme  (NADP‐Malat‐Enzym  und  Pyruvat‐Dehydrogenase)  können  dieses 
Malat zu CO2 verstoffwechseln (Peterhansel et al., 2008). Der Nachteil dieses Ansatzes 
ist, dass die Glycolatoxidase H2O2 produziert, sodass auch die Katalase zur Detoxifizie‐
rung des Wasserstoffperoxids exprimiert werden muss und man somit nur eine Verla‐
gerung dieser Reaktionen aus dem Peroxisom in den Chloroplasten hat. Allerdings ent‐
stehen große Mengen CO2 im Chloroplasten, die evtl. einen Rückschluss auf die positi‐
ve Wirkung des CO2  in der Umgebung von RUBISCO  zulassen. Aber auch bei diesem 
Ansatz wird die mitochondriale NH3‐Freisetzung reduziert und es kann nicht eindeutig 
gesagt werden, ob eventuelle positive Effekte allein auf die CO2‐Freisetzung innerhalb 
des Chloroplasten zurückzuführen sind. Einige der transgenen Pflanzen zeigten positive 
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Effekte auf die Photosyntheserate und das Wachstum (Peterhansel et al., 2008). Dies 
belegt zusätzlich zu den Ergebnissen des in dieser Arbeit untersuchten photorespirato‐
rischen Bypass, dass eine teilweise Umsetzung des Glycolats in den Chloroplasten posi‐
tiv auf die Pflanzen‐Produktivität wirkt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4‐3: Alternative photorespiratorische Wege 
Neben  dem  photorespiratorischen  Stoffwechselweg  der  Streptophyten  (schwarz),  sind  die  beiden  in 
Peterhänsel et al. dargestellten alternativen transgenen Ansätze dargestellt (Peterhansel et al., 2008). In 
blau ist der von Maurino und Flügge eingebrachte Weg dargestellt, der in einer vollständigen Oxidation 
des Glycolats innerhalb des Chloroplasten endet. In grün ist der Ansatz von Parry et al. gezeigt, der eine 
Abkürzung innerhalb des Peroxisoms darstellt (Parry et al., 2007). 
Die  entsprechenden  Stöchiometrien  sind  in  der  Abbildung  nicht  dargestellt.  RUBISCO:  Ribulose‐1,5‐
bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase,  RuBP:  Ribulose‐1,5‐bisphosphat,  PGP:  Phosphoglycolatphospha‐
tase,  GOX:  Glycolatoxidase,  GGAT:  Glyoxylat:Glutamat‐Aminotransferase,  SGAT:  Serin:Glyoxylat‐
Aminotransferase,  GDC:  Glycindecarboxylase,  SHMT:  Serinhydroxymethyltransferase,  HPR:  Hydroxy‐
pyruvatreduktase, GK: Glyceratkinase, GOGAT: Glutamin:Oxoglutarat‐Aminotransferase, GS: Glutamin‐
synthetase, CAT: Katalase, MS: Malat‐Synthase, ME: Malatenzym, PDH: Pyruvatdehydrogenase, AcCoA: 
acetyliertes Coenzym A, CoA: Coenzym A, GCL: Glyoxylat‐Carboligase, HPI: Hydroxypyruvatisomerase. 
 
Ein weiterer Ansatz zur genaueren Analyse des photorespiratorischen Bypass, stellt die 
Komplementation von Mutanten  in der „normalen“ Photorespiration dar. Aus diesem 
Grund wurde eine RNAi‐Linie gegen die Glutamat:Glyoxylat‐Aminotransferase erstellt 
(5.1). Es ist bekannt, dass Mutanten für dieses Gen lebensfähig sind, aber ein reduzier‐
tes Wachstum zeigen (Igarashi et al., 2003). In zukünftigen Versuchen soll die Möglich‐
keit der Komplementation dieser Mutanten untersucht werden. Über diese Versuche 
soll eine Aussage über die Kapazität des photorespiratorischen Bypass ermöglicht wer‐
den. Des Weiteren würde der Verlust von Ammonium und CO2 im Mitochondrium, auf 
Grund der nahezu vollständig  reduzierten „normalen“ Photorespiration, weiter  redu‐
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ziert  und  eine Analyse der Gründe  des  positiven  Effektes des  photorespiratorischen 
Bypass wäre möglich. 
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5 Anhang 
5.1 RNAi‐Vektoren 
Die RNAi‐Vektoren wurden mittels Gateway®Technology with Clonase™  II Kit (Tabelle 
2‐4) kloniert. Das Plasmid pJawohl8‐RNAi wurde freundlicherweise von Imre Somssich 
(MPI für Pflanzenzüchtung, Köln) zur Verfügung gestellt. Als Eintrittsvektor wurde das 
Plasmid pDONR221 (Invitrogen) verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5‐1: pDONR221‐Plasmide 
Dargestellt  ist  in  (A) der pDONR221 Ausgangsvektor.  In  (B)  ist der pDONR221‐Vektor mit dem 200 bp‐
Fragment dargestellt. Das 200 bp Fragment symbolisiert die Sequenz der unterschiedlichen Gene, die für 
die  RNAi‐Konstrukte  verwendet wurden. Die  genaue Angabe  der  Sequenzbereiche  ist  Tabelle  5‐1  zu 
entnehmen. Die angegebenen Fragmente wurden  in das Plasmid rekombiniert. Zu diesem Zweck wur‐
den mittels PCR die attB‐Sites an das Fragment angehangen. Nach der Rekombination entstehen attL‐
Sites, die für den nächsten Rekombinationsschritt benötigt werden. 
Die Orientierung der Gene ist durch die Pfeilrichtung gekennzeichnet. KanR = Resistenzgen gegen Kana‐
mycin; pUCori = Replikationsursprung; attP1 & attP2 = Rekombinationsstellen; CmR = Chloramphenicol‐
resistenz; ccdB = Suizid‐Gen, welches für eine Helikase kodiert 
 
Tabelle 5‐1: Verwendete Sequenzen zur Herstellung der RNAi‐Konstrukte 
Gen  Verwendete Sequenz 
AGA‐2  Basen 1781 ‐ 1980 der kompletten AGA2‐RNA (einschließlich UTRs) 
AGA‐6  Basen 1821 ‐ 2020 der kompletten AGA6‐RNA (einschließlich UTRs) 
AGA2/6  Basen 1251 ‐ 1451 der kompletten AGA6‐RNA (einschließlich UTRs) 
AGA2/6.II  Basen 597 ‐ 796 der kompletten AGA6‐RNA (einschließlich UTRs) 
GGAT1  Basen 1633 ‐ 1832 der kompletten GGAT1‐RNA (einschließlich UTRs) 
AGA‐2: At1g72330 und AGA‐6: At1g17290 
 
In einem weiteren Rekombinationsschritt wurden die Fragmente in den Pflanzentrans‐
formationsvektor pJawohl8‐RNAi  rekombiniert. 
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Abbildung 5‐2: pJawohl8‐RNAi‐Plasmide 
Dargestellt  sind  die  Karte  der  pJawohl8‐RNAi‐Plasmide.  (A)  pJawohl8‐RNAi‐Ausgangsplasmid,  (B)  pJa‐
wohl8‐RNAi‐Plasmid mit den beiden 200bp‐Fragmenten. Bei den 200bp‐Fragmenten handelt es sich um 
die  in  Tabelle  5‐1  angegebenen  Sequenzbereiche. Diese  dienten  der  Transformation  von A.  thaliana 
Wildtyp mittels Agrobacterium.  
Die Pfeilrichtung gibt die Orientierung der Gene an. CmR = Chloramphenicolresistenz; ccdB = Suizid‐Gen, 
welches  für eine Helikase kodiert; attR1 & attR2 = Rekombinationsstellen; bla =  β‐Lactamase‐Gen als 
Selektionsmarker  in  Bakterien  (vermittelt  Resistenz  gegenüber  β‐Lactam‐Antibiotika,  z.B.  Ampicillin); 
pat =  Phosphinotricin‐Resistenzgen;  LB/RB  =  linke/rechte  Border  des  Nopalin‐Ti‐Plasmids  pTiT37; 
Pnos = Promotor  des  Nopalin‐Synthase‐Gens  von  A.  tumefaciens;  pAnos  =  Polyadenylierungs‐/Ter‐
minationssequenz der Nopalinsynthase von A. tumefaciens; P35ss = Promotorsequenz des Cauliflower‐
Mosaik‐Virus;  pA35s  =  Polyadenylierungs‐/Terminationssequenz  des  Cauliflower‐Mosaik‐Virus; 
RK2ori = Replikationsursprung für Plasmide  in A. tumefaciens; ColE1ori = Replikationsursprung für Vek‐
toren in E. coli 
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5.2  „MapMan“‐Analyse der gemessenen Metabolite 
Die Veränderungen  zwischen den beiden Genotypen  (GT‐DEF und GT‐DE) bei unter‐
schiedlichen CO2‐Konzentrationen wurde mittels des Programs „MapMan“ (Thimm et 
al., 2004; Usadel et al., 2005) in die biochemischen Stoffwechselwege der Pflanze ein‐
geordnet  (Abbildung 5‐3). Bei dem Vergleich von GT‐DEF und GT‐DE unter  „ambien‐
ten“ Bedingungen (400 ppm CO2) (Abbildung 5‐3 (A)) ist eindeutig zu erkennen, dass es 
keine  deutlichen  Unterschiede  gibt.  Bei  dem  Vergleich  unter  photorespiratorischen 
Bedingungen (100 ppm CO2) (Abbildung 5‐3 (B)) ist zu erkennen, dass es eine Erhöhung 
bei den Zuckern Sucrose, Glucose und Fructose gibt. Hinsichtlich der anderen Meta‐
bolite sind auch unter diesen Bedingungen keine Veränderungen detektierbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5‐3: Metabolitveränderungen innerhalb biochemischer Stoffwechselwege 
Dargestellt sind die Veränderungen der Metabolitkonzentrationen  innerhalb biochemischer Stoffwech‐
selwege der Pflanze. Die Veränderung  zwischen de Genotypen wurde durch  log2(Wert GT‐DEF/ Wert 
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GT‐DE) berechnet (Blasing et al., 2005). Die Abbildungen wurden mit dem Programm „MapMan“ erstellt 
(Thimm et al., 2004; Usadel et al., 2005) und beruhen auf drei unabhängigen Experimenten. Rote Käst‐
chen stellen eine Reduktion, grüne eine Induktion dar. Die Intensität der Farbe gibt das Niveau an. In (A) 
ist der Vergleich der GT‐DEF‐Pflanzen mit den GT‐DE‐Pflanzen bei 400 ppm CO2 dargestellt, in (B) der bei 
100 ppm CO2. In (B) ist eine eindeutige Induktion der Zucker Sucrose, Glucose und Fructose in den GT‐
DEF‐Pflanzen zu erkennen. 
GT‐DE,  Pflanzen,  die  bis  auf  die  F‐Untereinheit  der  E.  coli Glycolatdehydrogenasese  den  kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren ; GT‐DEF, Pflanzen, welche den kompletten 
katabolischen E. coli Glycolat‐Stoffwechselweg exprimieren. 
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CaMV  Cauliflower‐Mosaik‐Virus 
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CAT  Katalase 
cDNA  complementary (komplementäre) DNA 
cm  Zentimeter 
CO2  Kohlenstoffdioxid 
dest.  Destilliert 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DNase  Desoxyribonuklease 
dNTP  Desoxynukleotid‐5´‐triphosphat 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EtBr  Ethidiumbromid 
g  Erdbeschleunigung 
g  Gramm 
G6P‐DH  Glucose‐6‐Phosphat‐Dehydrogenase 
GCL  Glyoxylat‐Carboligase 
GDC  Glycindecarboxylase 
GDH  Glycolatdehydrogenase 
GGAT  Glyoxylat:Glutamat‐Aminotransferase 
GGT  Glutamat:Glyoxylat‐Aminotransferase 
GK  Glyceratkinase 
GOGAT  Glutamin:Oxoglutarat‐Aminotransferase 
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GOX  Glycolatoxidase 
GS  Glutaminsynthetase 
h  Stunde 
H+  Wasserstoffion 
H2O  Wasser 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
HCl  Salzsäure 
HK  Hexokinase 
HPR  Hydroxypyruvatreduktase 
Kan  Kanamycin 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
KOH  Kaliumhydroxid 
l  Liter 
LB  left border 
LB  Luria Bertani (Medium) 
LSU  Large subunit 
m  Meter 
m2  Quadratmeter 
M  Mol pro Liter (molar) 
MBq  Mega‐Becquerel 
mg  Milligramm 
MgCl2  Magnesiumchlorid 
min  Minute 
ml  Milliliter 
mM  Millimolar 
M‐MLV‐RT 
Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine Leu‐
kemia Virus 
mRNA  messenger (Boten‐) RNA 
MS  Murashige und Skoog (Medium) 
NaCl  Natriumchlorid 
NAD+  Nicotinamiddinucleotid, oxidiert 
NADH  Nicotinamiddinucleotid, reduziert 
NADP+  Nicotinamiddinucleotidphosphat, oxidiert 
NADPH  Nicotinamiddinucleotidphosphat, reduziert 
Na2HPO4  DiNatriumhydrogenphosphat 
NaH2PO4  Natriumdihydrogenphosphat 
NaOH  Natriumhydroxid 
ng  Nanogramm 
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NH3  Ammoniak 
nm  Nanometer 
O2  Sauerstoff 
OD  optische Dichte 
Pi  inorganisches Phosphat 
p.a.  pro analysis 
PAR  photosynthetisch aktive Photonen‐Flux‐Dichte 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PGI  Phosphoglucoisomerase 
PGP  Phosphoglycolatphosphatase 
PLP  Pyridoxal‐5´‐Phosphat 
pmol  Picomol 
RB  right border 
RFP  rot‐fluoreszierendes Protein 
Rif  Rifampicin 
RNA  Ribonukleinsäure 
RNase  Ribonuklease 
RUBISCO  Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase 
RuBP  Ribulose‐1,5‐bisphosphat 
s  Sekunde 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SGAT  Serin:Glyoxylat‐Aminotransferase 
SHMT  Serinhydroxymethyltransferase 
SSU  Small subunit 
Sulf  Sulfadiazin 
Taq  Thermus aquaticus 
TAE  Tris‐Acetat‐EDTA 
TE  Tris‐EDTA 
T‐DNA  transfer‐DNA 
Tris  Trishydroxymethylaminoethan 
TSR  Tatronatsemialdehyd‐Reduktase 
U  Unit 
UV  Ultraviolett 
V  Volt 
v/v  volume/volume 
WT  Wildtyp 
w/v  weight/volume 
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